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DQRflAlME PE L'INVEMTION 

La presente invention se rapporte a des produits Innmunogdnes 
stables comprenant des heterocomplexes prot6iques immunogfenes pour 
I'obtention d'une. reponse immunitaire humorale avec production d'anticorps 
specifiques dirig6s ^ I'encontre d'un ou plusleurs antlgenes, en particuller d 
rencontre d'un antigene du « soi », ainsl.qu'a leur utilisation dans le domains 
des vaccins. 

ART ANTERIEUR 

L'obtention d'une r6ponse anticorps de haut niveau ^ rencontre d'un 
antigene donn6, chez un Individu. est un objectif couramment recherch§, que 
I'antigfene soit un antigene « 6tranger » ou un antigene du « soi ». 

Toutefois, le probleme d'une bonne reconnaissance de I'antigSne ^ 
I'encontre duquel une r^jaonse anticorps est recherch§e, chez un individu, 
doit etre resolu dans un certain nonabre de cas, notamment (a) lorsque 
I'antigene d'int§ret se comporte comme un « haptene », c'est a dire une 
structure chimique de faible masse mol§culalre qui est peu ou pas 
immunogenique sous forme libre, mals qui, une fois fixee sur une molecule 
de liaut masse moleculaire, est capable d'induire la production d'anticorps 
specifiques de cet haptene, et (b) lorsque Tantigdne d'int6ret est une protelne , 
du « soi ». c'est a dire une prot6ine qui est produlte naturellement chez 
I'individu, pour laquelle II existe une tolerance immunitaire due d la d§!6tlon 
des clones de lymphocytes T conrespondants, au cours du developpement 
du systeme Immunitaire. 

Afin de provoquer. ou d'augmenter, la reconnaissance d'un antigene 
d'lnt§r§t par les cellules B, on a realise diverses constructions Immunogdnes 
dans I'etat de la technique. 

Une premiere forme de ces constructions Immunogenes consiste en 
un couplage covalent de I'antigene d'inter§t sur une molecule porteuse. la 
molecule porteuse apportant des structures reconnues par les lymphocytes T 
auxillalres (cellules « T helper »), en association avec des molecules de 
classe II du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (CMH), et qui activent les 
lymphocytes T auxillalres qui produlsent alors diverses cytokines, dont \'\L-2, 
lesquelles cytokines vont a leur tour activer les clones de cellules B 
specifiques de I'antigene d'inter§t. Les cellules B sp§cifiques de I'antigene 



d'interet, une fois activees, vont se multiplier et produire des anticorps 
specifiques de Tantigene d'inter§t, ce qui est Tobjectif recherche. En general, 
ce type de constructions immunogenes consiste en des produits du coulage 
chimique covalent entre Tantigene d'interet et la nnolecule porteuse, lesquels, 

5 aprds une etape de purification et Elimination des produits non couples, sent 
des produits finaux de structure chimique bien definie. 

La premiere forme d'une construction immunogene ci-dessus est par 
exemple illustr6e par I'article de Richard et al, qui decrit la preparation de 
produits du couplage covalent entre riL-9 et Tovalbumlne (Proc. Natl. Acad, 

10 ScL USA, Vol. 97(2) : 767-772). Elle est egalement illustree dans le brevet 
am6rlcain n** US 6,340,461 (Terman), qui d6crit des produits de couplage 
entre une ou plusleurs copies d'un antig6ne d'int6ret, a Tencontre duquel une 
r6ponse anticorps sp§clfique est recherchee chez un individu, et une 
mol6cule porteuse constltuee d'un « Superantlgene ». L'antigene d'interet est 

15 couple de mani^re exclusivement covalente a la molecule porteuse, par 
exemple a Taide du glutaraldehyde (aussi appele « pentanedial »), les 
produits non couples de maniere covalente etant 6limines afin d'obtehir un 
produit final chimiquement bien defini, 

Eventuellement, le produit du couplage covalent entre Tantigene 

20 dMnteret et le superantigene peut §tre prepare sous forme d'un polym^re 
dudit produit de couplage, par exemple par fixation non covalente des 
produits de couplage monomeres entre eux, au travers d'interactions 
ioniques, d'interactions d'adsorption ou encore d'interactions blospecifiques. 
Par exemple, les produits de couplage monomeres peuvent former des 

25 complexes avec des molecules hautement charg^es positivement ou 
negativement, gr§ce d des ponts sallns r§alis6s dans des conditions de falble 
force ionique. De grands complexes de produits de couplage monomdres 
sont pr6pares en utilisant des polymeres charges, tels que des polymeres 
poly(acide L-glutamique) ou poly(L-lysine). Selon un autre mode de 

30 realisation d'un poIym§re de produits de couplage monomeres, les produits 
du couplage exclusivement covalent entre I'antigdne d'interSt et le 
superantlgene peuvent etre adsorbes ou couples de maniere non covalente 
^ la surface de micropartlcules, telles que des billes de latex ou d'autres 
polymeres hydrophobes. 



Une seconde forme de ces constructions immunogdnes, d§sign§e 
commun6ment structure « MAP » (pour Multi-Antigenlc Protein ») se 
pr§sente en g6n§ral sous la forme d'un squelette proteique constitue d'un 
polym^re de poly(lysine), lin§aire bu branche, sur lequel sont fix6s de 
5 mani§re covalente un ou plusieurs antigenes d'int6r§t 

Une troisleme forme de ces constructions Immunog^nes conslste en 
des micropartlcules sur lesquelles sont fix6s le ou les antigenes d'interet. On 
connaTt des fonnes varlees de micropartlcules porteuses d'antig^nes. 

On connaTt par exempie les iscomes (pour « immunostimulating 
10 complexes »), qui sont constltu^s d'un complexe antlg§nique et d'un 
adjuvant, le compost QuilA. 

On connaTt aussi les liposomes, qui possedent les mdmes 
d§savantages que les iscomes, a savoir notamment une certaine toxldtd et 
des effets immunologlques secondaires, dus ^ leur manque de puret6. 
15 On connaTt §galement les microparticules biodegradables, comme les .j^: 

polymeres d'acide lactique et d'acide glutamique (Aguado et Lambert, 1992, 
Immuno. Biol., Vol. 184: 113-125) ou encore des particules d'amldon \- 
(Demande de brevet am^ricain n° 2002/0(398203 - Gutavssbn et al.), dans la ,j 
matrice polymerique desquelles sont emprisonnes les antigenes d'interet. 
20 Ces particules liberent I'antlgene sous leur forme soluble pendant la 

degradation de la matrice polymerique. .=«r 

On a aussi decrit des particules constitutes exclusivement de - 
proteines recomblnantes hybrides. comme d6crit dans la demande de brevet 
frangais n" FR 2 635 532 (Thiollais et al.). 
25 On connaTt §galement des microspheres poreuses dans lesquels les 

antigenes sont immobilises e I'interieur des micropores par captation ou 
couplage physique, comme d6crit dans le brevet americain h" US 5,008116 
(Cahn). 

Toutefois, . les differentes solutions proposees dans I'etat de la 
30 technique ont toutes en commun au molns un Inconvenient technique lie § 
leur mode de preparation, a savoir la perte d'une grande proportion du 
materiel antigenique d'interSt, du fait d'une etape obligatoire d'eiimination des 
antigenes non couples ou non adsorbes. 

De plus, si les techniques anterieures permettent de realiser une 
35 association entre un antigene d'interet de faible masse moleculaire avec une 




molecule porteuse, elles sont en general inadaptees au couplage d'un 
antigene d'interet de haut masse moleculaire, par exemple de plus de 10 
kDa, a la molecule porteuse, en raison notamment des encombrements 
steriques qui interdisent le couplage d'un nombre elev§ de molecules 
5 d^antigenes d'interet de haut masse moleculaire a une m§me molecule 
porteuse. 

Enfin, la plupart, sinon la totality, des constaictions antig§niques 
peptidiques connues englobent dans leur structure une seule moI6cuIe 
porteuse, ce qui est un inconvenient technique lorsque Tobjectif est d'induire 

10 une r6ponse immunitaire preventive ou therapeutique ^ fois centre l'antig§ne 
d'interet et la molecule porteuse elle-m§me. 

II existe done un besoln dans Tetat de la technique pour des 
constructions immunogenes amellor6es permettant la production d'un haut 
niveau d'anticorps spScifiques d'un antigdne d'interSt chez un individu chez 

15 lequel une telle r§ponse Immunitaire humorale est recherch6e, qui solent peu 
coQteuses, simples a preparer et qui puissent §tre synthetis^es de maniSre 
reproductible. 

SOivfiRriAiRE DE UIMVEMTIOM 
20 La presente invention fournit de nouvelles constructions immunogenes 

permettant de r6soudre les divers problemes techniques rencontres avec les 
constructions immunogenes connues dans Tart anterieur et qui permettent de 
combler les differents besoins techniques decrits ci-dessus. 

L'inventlon a pour objet un produit immunogene stable pour induction 
25 d'anticorps a Tencontre d'une ou piusleurs proteines antigeniques chez un 
sujet, caracterise en ce qu'il comprend des h6t6rocomplexes Immunogfenes 
prot§iques constitu§s d'associations entre (i) des molecules de proteines 
antigeniques et (ii) des molecules protelques porteuses et en ce que moins 
^ 40 pour cent des proteines antigeniques (i) sont llees avec les molecules 
*-^ues porteuses (li) par une liaison covalente. 

vention a aussi pour objet un produit immunogene comprenant des 
^es immunogenes protelques stables pour I'induction 
'".ontre d'une ou plusieurs proteines antigeniques chez un 
^nomplexe comprenant (i) une pluralite de proteines 
^ne molecule proteique porteuse. caracterise en ce 



que, dans ledit produit immunogene, moins de 40 pour cent des prolines 
antig§niques (i) sont liees aux molecules prot6iques porteuses (ii) par una 
liaison covalente. 

De preference, I'heterocomplexe immunpg§ne constitutif du produit 

5 immunogene de I'invention comprend de 5 a 50 proteines antigeniques (i) 
pour une molecule prot^ique porteuse (ii), de preference de 20 d 40 
proteines antigeniques (i) pour une molecule proteique porteuse (ii). 

De preference, les liaisons covalentes entre une ou plusleurs des 
proteines antigeniques (i) et les molecules proteiques porteuses (ii) sont 

10 realisees par I'intermediaire d'un agent chlmique de liaison blfoncOonnel. 

Par molecule d'interSt antigenlque, on entend toute proteine 
comprenant un ou plusieurs epitopes B de la d'une proteine antig6nique 
native § I'encontre de laquelle la production d'anticorps est recherchee. 
Ladite molecule d'interSt antigenlque peut conslster en la proteine native elle- 

15 mime ou un derive proteique de la proteine native, teis qu'un fragment 
peptidique de la proteine native, ou encore toute forme bioiogiquement 
Inactivee de la proteine native obtenue par traitement chimique, pliysique ou »: 
par mutation genetique. La proteine d'interet antigenlque peut aussi consister 
en un homo-oligomere ou liomo-poiymere de la proteine native ou encore en 

20 un homo-oligomere ou homo-polymere d'un fragment peptidique de la ^. 
proteine native. La proteine d'interet antigenlque peut aussi peut aussi 
consister en un hetero-oligomere ou en un hetero-polymere comprenant une 
combinaison de plusleurs fragments peptidiques distlncts inltialement Indus 
dans la proteine native. 

25 Selon le mode de realisation general d'un produit Immunogene seion 

I'invention, la molecule proteique porteuse (ii) est une proteine Immunogene 
induisant la production de lymphocytes T helper et/ou de lymphocytes T 
cytotoxiques diriges a I'encontre de cellules presentant a leur surface ladite 
molecule proteique porteuse, ou tout peptide qui en est derive, en 

30 association avec des molecules presentoirs du Complexe IVlajeur 
d'HIstocompatibilite (MHC), respectivement de classe II et/ou de classe I. La 
molecule proteique porteuse (ii) peut etre egalement une proteine 
Immunogene induisant d la fols la production de lymphocytes T helper et la 
production d'anticorps par des lymphocytes B diriges centre la proteine 

35 porteuse. 




Selon un mode de realisation partlculier d'interet, le produit 
immunog^ne est caract§rls6 en ce que la molecule proteique porteuse (ii) est 
une proteine immunogene induisant la production de lymphocytes 
cytotoxiques diriges ^ I'encontre de cellules pr§sentant ^ leur surface ladlte 
5 molecule proteique porteuse, ou tout peptide qui en est deriv6, en 
association avec des molecules de classe I du Complexe Majeur 
d'HistocompatlbHit§ (MHC). 

Les produits immunog6nes pr6f6r6s selon {'invention sont choisis 
parmi les produits immunogenes comprenant les h6t6rocomplexes suivants. 
10 dans iesquels les prot^ines antigSniques (i), d'une part et la molecule 
porteuse proteique (II), d'autre part, sont respectlvement : 

a) (I) IL-4 et (11) KLH ; 

b) (i) interferon alpha et (Ii) KLH ; 

c) (I) VEGF et (ii) KLH ; 
15 d)(i)IL-10©t(ll)KLH; 

e) (i) interferon alpha et (ii) gp160 de V1H1 

f) (i) IL-4 et (ii) I'antigdne allerg^ne Bet v 1 : et 

g) (i) le VEGF et (ii) la proteine E7 d'un Papillomavirus. 

h) (i) la proteine Tat de VIH1 biologiquement inactlv6e et (ii) la proteine 
20 gp120deVIH1. 

L'invention est §galement relative ^ une composition, notamment une 
composition pharmaceutique, une composition immunogene ou une 
composition de vaccin, caracteris§e en ce qu'elle comprend un produit 
immunogene tel que defini ci-dessus. 
25 Elle a egalement trait S un proc6de de preparation d'un produit 

immunogene selon Tune des revendicatlons 1 a 16, caracterise en ce qu'll 
comprend les etapes suivantes : 

a) Incuber les proteines antigenlques (i) et la molecule porteuse (II) 
dans un rapport molaire (i) : (ii) de 5::1 ii 50::1, en presence d'un agent 

30 chimique de liaison; 

b) recuperer le produit immunogene comprenant les het6rocomplexes 
Immunogenes qui est prepare e retape a); 
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La Figure 1 illustre la caract^risation du produit lmmunog§ne 
comprenant des heterocomplexes KLH-VEGF murin par 
iso6Iectrofocalisation en gel d'agarose suivie d'une r6v§lation des prolines 
par immuno-empreinte (« Western Blot »). 

5 La Figure 2 illustre la caracterisation du produit immunogdne 

comprenant des heterocomplexes KLH-VEGF humain par 
Iso6lectrofocalisation avec revelation au Bleu de coomassle, suivie d'une 
immuno-empreinte (« Western Blot »). A gauche de la Figure est repr6sent§ 
le gel d'iso6lectrofocalisation. A droite de la Figure sont represent^s les gels 

10 d'lmmuno-emprelnte en utilisant des antorps anti-KLH gauche) ou anti- 
VEGF humain (d droite). 

La Figure 3 Illustre la caract6risation caracterisation du produit 
immunogene comprenant des heterocomplexes KLH-1L4 humain par 
Isoelectrofocalisatlon en gel d'agarose suivie d'une revelation des proteines 

15 par immuno-empreinte (« Western Blot »). 

La Figure 4 illustre la caracterisation du produit immunogene 
comprenant des heterocomplexes gp 160-IFNa. par Isoeiectrofocalisation en 
gel d'agarose suivie d'une revelation des proteines par immuno-empreinte 
(« Westem Blot »). 

20 La Figure 5 illustre I'activite Immunogenlque (humorale) du produit 

immunogene KLH-VEGF murin, par detemninatlon du titre antlcorps obtenu 
apr6s immunisation des souris. Figure 5A : sourls immunisees avec le VEGF 
murin. Figure 5B : sourls immunis6es avec le produit Immunogene 
comprenant des heterocomplexes KLHrVEGF. Figure 5C : souris t6moins 

25 Injectees avec I'Adjuvant Incomplet de Freund (AIF). 

La Figure 6 I'activite immunogenlque (humorale) du produit 
immunogene KLH-VEGF murin, par determination du pouvoir neutralisant 
des antlcorps obtenus aprds Immunisation, vis-a-vis de I'activite 
angiog6nique de la proteine VEGF. 




La Figure 7 illustre I'activit^ immunog^nique (humorale) du produit 
immunogene KLH-VEGF humain par determination du titre anticorps obtenu 
apres immunisation des souris. 

La Figure 8 illustre I'activite immunogenique (humorale) du produit 
immunogene KLH-VEGF humain, par determination du pouvoir neutralisant 
des anticorps obtenus apres immunisation, vis-a-vis de I'activite 
angiog§nique de la proteine VEGF, mesur6e par la proliferation des cellules 
endoth^liales. 

La Figure 9 : Illustre ractivite immunog§nique (humorale) du produit 
immunogene KLH-1L4 murin par determination du titre anticorps obtenu 
apr§s immunisation. 

La Figure 10 Illustre {'activity immunogenique (humorale) du produit 
immunogene KLH-IL4 murin par determination du pouvoir neutralisant des 
anticorps obtenus apres Immunisation, vis-e-vis de ractivite d'Induction de la 
proliferation des cellules HT-2 par riL4. 

La Figure 11 illustre les resultats de production d'anticorps de classe 
IgG et IgE diriges centre le Bet v 1, aprds rinjection de pollen de bouleau, ^ 
des souris prealablement immunisees avec un produit immunogene selon 
I'invention comprenant des heterocomplexes KLH-!L4.La Figure 12 illustre 
I'activite immunogenique (humorale) du produit immunogene KLH-fL4 
humain par determination du pouvoir neutralisant des anticorps obtenus 
apres immunisation, vis-e-vis de I'activite d'induction de la proliferation des 
cellules TF-1 par riL4. 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTIOM 

L'invention foumit de nouvelles constructions immunogenes indulsant 
un haut niveau de production d'anticorps specifiques d'un antigene d'interet, 
chez rindividu. 

Les heterocomplexes proteiaues immunoafenes de l'invention 

On a montre selon l'invention que la production d'un haut niveau 
d'anticorps specifiques d'un antigene d'interdt 6tait obtenu, chez un indlvidu, 
par rimmunisation de cet Indlvidu avec un produit immunogene dans lequel 
ledit antigene d'Interet est associe ^ une molecule proteique porteuse, 
Tassociation entre ledit antigene d'inter§t et ladite proteine porteuse etant 
partiellement covalente et partiellement non covalente. 



Plus specifiquement, on a montre selon I'invention qu'une excellente 
reponse anticorps ^ I'encontre d'un antlgene d'interet est obtenue iorsqu'on 
immunise un individu avec un produit immunog^ne stable comprenant des 
heterocomplexes proteiques. dans lequel les heterocomplexes sont 

5 constitu^s d'associations stables entre ledit antlgene d'int6r§t et ladlte 
molecule proteique porteuse et dans lequel seule une faible proportion de 
ces associations sont dues S une liaison covalente entre I'antigdne d'int6r§t 
et la molecule prot§lque porteuse, les autres associations entre I'antlg6ne 
d'interdt et la mol6cule prot6ique porteuse etant r§alis§es par des liaisons 

10 faibles, interactions ionlques. liaisons hydrogfenes, forces de Van der Waals. 
etc. 

En particulier, on a montr§ selon I'invention qu'une r6ponse anticorps 
optimale est atteinte lorsque, dans un produit immunogene stable tei que .^^ 
decrit ci-dessus, moins de 40 pour cent des molecules de I'antig^ne d'interet ^. 
15 sont li§es par une liaison covalente avec les molecules proteiques porteuses. 
Selon I'invention, une molecule d'antlgene d'int§r§t liee a une molecule ^ 
proteique porteuse par « une » liaison covalente signifle que ladite molecule 
■ d'antig^ne d'int6r§t est liee de manidre covalente. chimiquement. a ladite ^, 
molecule proteique porteuse, par au moins une liaison covalente, c'est a dire 
20 eventuellement par deux liaisons covalentes ou plus. .^-^ 
Le pourcentage de molecules proteiques porteuses et de prot6ines .5, 
antig6niques d'interet liees entre elles par des liaisons covalentes dans un 
produit immunogene de I'invention peut §tre ais6ment v6rlfi§ par rhomme du 
metier. 

Par exemple, la d6temiinatlon du pourcentage de molecules 
d'antlgene d'int6r§t ll^es aux molecules de prot§ine porteuse par une liaison 
covalente dans un produit ImmunogSne de I'invention peut §tre r6alis6e 
selon les 6tapes suivantes : 

(I) soumettre ledit produit immunogfene en solution ^ des conditions 

30 d§naturantes et reductrices, 

(ii) rSaliser une 6tape de chromatographie d'excluslon de taille avec le 
produit obtenu a la fin de I'^tape (11) au cours de laquelle les diff^rents 
constituants proteiques de masse moleculaires d^croissants sont elues 
successivement du support chromatographique d'excluslon de taille. 
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(iii) mesurer la quantite d'antigene d'interet Ii6e par une liaison 
covalente a la molecule porteuse dans la fraction d'eluat contenant les 
constituants proteiques ayant le plus haut masse moleculaire ; 

(iv) comparer la quantite d'antig^ne d1nter§t mesuree a Tetape (iii) 
5 avec la quantite totale d'antigene d'int^rgt Indus initialement dans le produit 

immunogene de depart. 

A Tetape (i) du proc6d6 de determination du pourcentage de liaisons 
covalentes decrit ci-dessus, rincubation d'une quantity donn^e (en nombre 
de moles ou en poids) du produit immunogene de {'invention dans des 
10 conditions dSnaturantes et r^ductrices entratne une dissociation des liaisons 
faibles entre les diff6rents constituants prot6iques non li6s entre eux par une 
liaison covalente. 

Des conditions denaturantes pr6fer6es sont la presence d'ur6e, par 
exemple a la concentration Unale 8M, ou encore la presence de SDS, par 

15 exemple a la concentration finale de 1% en poids total de la solution 
contenant le produit immunogene. Des conditions r§ductrices preferees sont 
la presence de p-mercaptoethanol, par exemple a la concentration finale de 
5% du volume total de la solution contenant le produit immunogene. 

A r^tape (ii) du proc6d§ de determination du pourcentage de 

20 molecules d'antigdne d'interet et de molecules de prot6ine porteuse Ii6es 
entre elles par des liaisons covalentes, le support de chromatograptiie 
d'exclusion de taille est choisi par Tliomme du metier selon ses 
connaissances generates techniques. Par exemple, Thomme du metier peut 
avoir recours aux supports chromatographiques commercialises par la 

25 Soci6te Pliarmacia sous les noms commerciaux de « Superdex 75™ » et de 
« Superdex 200™ ». 

A r6tape (ii), la fraction moI6culaire correspondant d la molecule 
porteuse liee de manl6re covalente aux molecules d'antigene d'int6ret est 
§lu§e en premier lieu, avant la ou les fractions d'61uat contenant I'antigene 

30 d'interSt sous forme libre. L'antig^ne d'inter§t qui est elue sous forme libre 
correspond a la fraction d'antig§ne d'interSt, qui n'6talt pas lie par une liaison 
covalente ^ la mol6cule porteuse, au sein du produit Immunogene de depart. 
C'est sur la fraction prot^ique de haut masse moleculaire qu'est realisee la 
mesure de la quantite d'antigdne d'int^ret lie de maniere covalente a ia 

35 molecule proteique porteuse, par exemple dans un test immuno- 



enzymatique, dans un test radioimmunologique ou dans un test par 
immunofluorescence, direct ou indirect (« sandwichi »), en utilisant des 
anticorps sp§cifiques de i'antigene d'int§r§t et qui ne pr6sentent aucune 
reaction immunologique crolsee avec la molecule prot§ique porteuse. 

5 A r^tape (iii), on compare la quantity d'antlgdne d'int§r§t lie de 

manidre covalente ^ ia mol6cule prot6lque porteuse, qui a §t§ mesur§e 
comme d6crit ci-dessus, d la quantity initlale d'antlg^ne d'inter§t incluse 
Initialement dans la quantity donn6e (en nombre de moles ou en polds) du 
prodult Immunog^ne de d§part, et on calcule ainsi le pourcentage d'antigdne 

10 dint§r§t qui est 116 de mani^re covalente ^ la molecule prot§ique porteuse, 
. dans le prodult immunogene de I'invention. 

A titre illustratif, on a montr§.selon I'invention que dans le prodult 
immunogene selon I'invention comprenant des lieterocomplexes entre la 
molecule prot6tque porteuse KLH (Keyhole limpet hemocyanin) et des 

15 molecules d'interferon alpiia liumain, seulement 3 % des molecules 
d'interf§ron alpha sent liees de mani^re covalente a la molecule proteique 
porteuse KLH. 

L'invention a pour objet un produit immunogene stable pour rinduction , 
d'anticorps a rencontre d'une ou piusieurs prot6lnes antig6niques chez un ^ 

20 sujet, caracterlse en ce qu'll comprend des h6t6rocomplexes immunog§nes 
proteiques constitues d'assoclatlons entre (i) des molecules de prot6lnes 
antig§niques et (II) des molecules prot6iques porteuses et en ce que molns , 
de 40 pour cent des prot^ines antigeniques (I) sont Ii6es par une liaison 
covalente avec les molecules proteiques porteuses (ii). 

25 L'invention a aussi pour obJet un produit immunogene stable 

comprenant des h6t§rocomplexes immunogdnes proteiques pour I'induction 
d'anticorps a I'encontre d'une ou plusleurs proteines antigeniques chez un 
sujet, chaque h§terocomplexe comprenant (i) une pluralite de proteines 
antigeniques, li^es a (ii) une molecule proteique porteuse, caracterise en ce 

30 que, dans ledit produit immunogene, moins de 40 pour cent des proteines 
antigeniques (i) sont liees par une liaison covalente avec les molecules 
proteiques porteuses (ii). 

De maniere tout a fait preferee, les anticorps dont ia production est 
induite par le produit immunogene de l'invention consistent en des anticorps 

35 « neutralisants » ou « bloquants ». Un anticorps « neutrallsant » ou un 



antlcorps « bloquant » est d6fini, selon Tinvention, comme un anticorps dont 
la fixation sur la proteine native cible bloque Tactivite biologique de cette 
proteine native, ce qui est un objectif innportant recherche par IMnvention, 
lorsque la proteine native a Tencontre de laquelle les anticorps sont dirlgSs 

5 possede une activit6 biologique d6l6t6re pour Torganisme, dans le contexte 
pathologique vis6 d'un (ndividu ^ tralter, par exemple lorsque le proteine 
native possfede une activity angiog6nique, une activite immunosuppressive 
ou encore une activite allerg6nique, notamment une activite d'inductlon de la 
production d'lnterleukine-4, 

10 Par « molecule prot6ique porteuse », incluse dans le produit 

Immunog^ne de I'inventlon, on entend toute prot§lne ou peptide d'au moins 
15 acides amines de longueur, quelle que soit sa sequence en acides 
amin6s, et qui, en s'associant de maniere partiellement covalente aux 
molecules d'antigene d'interet pour former les heterocomplexes proteiques 

15 constltutifs du produit immunogene de Tinvention, permet la presentation 
d'un grand nombre de molecules d'antigene d'int6ret aux lymphocytes B. 

Selon un premier aspect, une molecule proteique porteuse consiste en 
une proteine ou un peptide d'au moins 15 acides amines de longueur, ou 
encore en un oiigomere d'un tel peptide, comprenant un ou piusieurs 

20 epitopes T auxiliaires fhelper*') capables d'activer les lymphocytes T 
auxiliaires (T helper") de I'organisme hote pour la production de cytokines, y 
compris rinterleukine 2, cytokines qui vont ^ leur tour activer et Induire la 
proliferation des lymphocytes B lesquels, apr^s maturation, vont produire des 
anticorps a rencontre de la proteine antigenique (i). 

25 Selon un second aspect, une mol6cule prot6ique porteuse consiste en 

une prot6ine ou un peptide d'au moins 15 acides amines de longueur, ou 
encore en un oiigomere d'un tel peptide, comprenant outre un ou piusieurs 
epitopes T auxiliaires ("helper") decrit dans le premier aspect ci-dessus, un 
ou piusieurs epitopes T-cytotoxiques capables d'induire une r^ponse 

30 immunitaire cellulaire par production de lymphocytes T-cytotoxiques 
specifiques de la molecule proteine porteuse, ces lymphocytes etant 
capables de reconnaTtre specifiquement des cellules exprimant ^ leur a leur 
surface ladite proteine porteuse ou tout peptide qui en est derive, en 
association avec des molecules classes I du Complexe Majeur 

35 d'Histocompatibilite (MHC). Le cas 6cheant, la molecule proteique porteuse 



consiste en un oligomere d'une prot§lne ou d'un peptide comprenant outre 
un ou plusieurs Epitopes T helper, un ou plusieurs Epitopes T-cytotoxiques 
d§flnies ci-dessus. 

Selon un troisfdme aspect, une molecule proteique porteuse consiste 
en une prot^ine ou un peptide d'au molns 15 acldes amines de longueur, ou 
encore en un oligomere d'un tel peptide, comprenant outre un ou plusieurs 
Epitopes T auxlliaires ("lielper") d6finit dans le premier aspect, un ou 
plusieurs Epitopes B, capables d'induire la production d'anticorps par des 
lymphocytes dirig§s oontre la protelne porteuse. 

Dans certains modes de realisation, ia prot6ine porteuse, outre sa 
fonction T helper, utilisee pour activer un r6ponse anticorps contre I'antig^ne 
d'interet, peut aussi activer une reponse cytotoxique contre les cellules 
porteuses de peptides du carrier et/ou stimuler une reponse anticorps contre 
la molecule proteique porteuse. 

La molecule proteique porteuse peut aussi consister en un homo- 
oligomdre ou homo-polym^re d'une prot6ine native dont elle derive ou 
encore eih un homo-oligomere ou h6mo-poIym§re d'un fragment peptidique 
de la proteine native dont elle derive. La molScule prdt6ique porteuse p6ut 
aussi peut aussi consister en un h§t§ro-oligom6re ou en un h§t6ro-polym6re 
comprenant une combinaison de plusieurs fragments peptidlques distincte 
Initialement indus dans la prot§lne native dont elle derive. 

Par « proteine antigenique », on entend selon I'lnvention toute 
proteine ou tout peptide d'au moins 10 acides amin6s de longueur, y compris 
un peptide haptdne, susceptible d'etre reconnue sp§cifiquement par les 
r^cepteurs pour I'antigene exprim§s par les lymphocytes B d'un organlsme 
hote, humaln ou animal, partlculi6rement tout mammif^re, laquelle prot§ine 
' antigenique, une fois incluse dans un produit Immunogene de I'invention, 
stimule la production d'anticorps reconnaissant ladite proteine antigenique. 

Par « proteine antig§nique », on entend aussi toute proteine 
comprenant un ou plusieurs epitopes B de la d'une proteine antigenique 
native a I'encontre de laquelle la production d'anticorps est recherchee. 
Ladite molecule d'interet antigenique peut consister en la proteine native elle- 
m§me ou un derive proteique de la proteine native, tels qu'un fragment 
peptidique de la proteine native, ou encore toute forme biologiquement 
inactivee de la proteine native obtenue par traitement chimique, physique ou 



par mutation g§netique. La prot^ine d'interet antig6nique peut aussi consister 
en un homo-oligomere ou homo-polym^re de la proteine native ou encore en 
un homo-oligom§re ou honno-polym^re d'un fragment peptidique de la 
proteine native. La proteine d'interet antlgenique peut aussi peut aussi 
consister en un het6ro-oligom§re ou en un het§ro-polymere comprenant une 
combinaison de plusieurs fragments peptidiques distincts Initlalement Indus 
dans la prot6ine native- 
Dans un produit immunog^ne selon rinventlon, avantageusement 
moins de 30 pour cent, et de preference moins de 20 pour cent des prot6lnes 
antigeniques (i) sont Il6es par une liaison covalente avec les molecules 
prot6lques porteuses (II). 

Dans un produit immunog§ne selon rinventlon, avantageusement au 
moins 1 pour cent, et de preference au moins 2 pour cent des protelnes 
antigeniques (i) sont liees avec les molecules porteuses (ii) par une liaison 
covalente. 

On a montre qu'un produit immunogene de Tinvention, tel que defini 
ci-dessus, etait stable en solution aqueuse. La stabilite d'un produit 
immunogene de rinventlon est notamment caracterisee en ce que ledit 
produit Immunogene possede un point isoelectrique propre, distinct du point 
isoelectrique d'au molns I'un de ses constituants proteiques, respectivement 
la proteine antigenique (1) et la molecule proteique porteuse (ii), et quMI migre 
en consequence selon une bande proteique distincte d'au moins Tune des 
bandes prot§lques correspondant respectivement aux deux Elements 
prot6iques qui le constituent dans des essais d'iso61ectrofocalisatlon. 

On a aussi observ6 , par des essais d'immuno-emprelntes (« Western 
blot»), que le produit immunogene de rinventlon migrait en gel 
d'electrophorese, en conditions non denaturantes, selon une seule bande 
proteique, ce qui illustre le fait que ledit produit immunogene se presente 
sous la forme d'une population homogene de constructions proteiques 
solubles. 

De plus, on a montre que la proteine antigenique (i) ainsi que la 
molecule proteique (ii), incluses sous forme d'heterocomplexes proteiques 
dans le produit immunogene de ('invention, etaient toutes les deux reconnues 
par des anticorps reconnalssant specifiquement chacune de ces proteines. 
Ainsi, le produit immunogene selon rinvention comprend la prot6ine 



antigeniqus (i) et la molecule proteique porteuse (ii) dans leur conformation 
native. Cette caract6ristique teclnnique du prodult immunog6ne selon 
i'invention est particulidrement avantageuse pour rinduction d'une r^ponse 
Immunitaire ^ Cencontre des antig§nes natifs, c'est-S-dlre d'une r§ponse 

5 immunitaire efficace et r6ellement protectrice de I'organisme Ii6te. On a 
montr6 en partioulier qu'un produit immunog6ne selon I'invention induisalt, 
dans I'organisme h6te dans lequel ii etait administre, I'lnduction d'une forte 
r6ponse humorale efficace § I'encontre des antigdnes natife accompagn^e 
de la production d'anticorps neutrallsants ou bloquants vls-§i-vis de ractlvit§ 

10 biologique d61et§re de ces antig^nes natifs. 

On a montr§ selon I'invention, avec divers antigenes d'interet, que la 
r6ponse immunitaire humorale obtenue avec un produit immunogene tel que 
defmi ci-dessus §tait sup6rieure de 10 & 1000 fois a la reponse immunitaire 
humorale obtenue avec une administration d'un conjugu6 covalent classique . 

15 entre I'antigene d'intergt et la molecule proteique porteuse. 

De preference, dans un heterocomplexe immunogene Indus dans le ;k 
produit immunogene de I'invention, la pluraiite de prot6ines antigeniques (i) 
est constituee d'une pluraiite d'exemplaires d'une prot6ine antig6nique i. 
unique. 

20 Ainsi, selon un mode de realisation tout ^ fait pr6f6r6, le produit .i- 

immunogene de I'invention est mis en oeuvre pour I'obtentlon d'anticorps , 
sp6clfiques S I'encontre d'un seul antigdne d'int§r§t. 

On a aussi montr6 selon {'invention qu'un produit immunogene 
comprenant des h§terocomplexes immunogenes tels que definis ci-dessus 

25 6talt particulidrement blen adapts e I'lmmunisatlon d'un individu, par la 
production d'anticorps, ^ I'encontre d'un antigene d'int6ret du « sol » (« self 
antigen »), c'est ^ dire a I'encontre d'une proteine produite nomialement par 
ledit individu, poiir laquelle il existe une tolerance du gysteme immunitaire, en 
particulier une deletion au moins partielle des clones de lymphocytes T 

30 auxiliaires (cellules T helper) reconnaissant sp§cH1quement ledit antigene. 

En d'autres tennes, la presentation d'un antigene du « sol » aux 
cellules du syst^me Immunitaire dudit individu, sous la forme du produit 
immunogene comprenant des heterocomplexes immunog§nes de I'invention, 
permet de « casser » la tolerance du systems immunitaire de I'lndividu vis-e- 

35 vis de cet antigene. Sans voulolr §tre lie par une quelconque th6orie, le 



demandeur pense que la possibilite d'obtenir un haut niveau de reponse 
anticorps a Tencontre d*un antigene du « soi » est due a la presence, au sein 
de rheterocomplexe, de nombreux Epitopes de type « T auxlliaire » (ou T 
helper) portes par la nnoI6cule prot§ique porleuse, qui actiVent les 

5 lymphocytes T auxllialres, et que les diverses cytokines produites par les 
lymphocytes T auxllialres activ6s, notamment riL-2, penmet de promouvoir 
une activation des cellules B ^ des antig§nes du « soi » presentes a r6tat 
dormant dans Torganisme, et de rompre ainsi la tolerance Immunitaire des 
cellules B aux antigSnes du « soi ». 

10 AinsI, selon un mode de realisation preferentiel, le produit 

immunogene de invention est caracteris^ en ce que les proteines 
antigeniques (i) sont constituees d'une pluralite d'exemplaires d'une proteine 
normalement reconnue comme une prot6ine du soi par les cellules du 
systeme immunitaire dudit sujet. 

15 Du fait que la plus grande proportion, plus de 60 pour cent, des 

associations entre I'antigene dMnter§t et la molecule proteique porteuse sont 
realisees par des interactions non covalentes, il n'existe aucune limitation 
theorique dans le nombre de molecules d'antigene d'interet associ6es ^ une 
unique molfecuie proteique porteuse, autre que Taccessibllite st6rique des 

20 molecules d'antigdne d'int6ret a cette molecule porteuse. En parliculier, le 
nombre de molecules d'antigdne d'interet associees a une meme mol6cule 
prot6lque porteuse n'est pas limitee par le nombre de fonctions 
chimlquement r6actives portSes par la mol6cule porteuse pemnettant la 
creation de liaisons covalentes avec une plurality de molecules de Tantigene 

25 d'Snteret. En consequence, la seule llmite physique semble etre le nombre de 
sites de la molecule prot6ique porteuse (li) qui sont accessibles ^ la prot6ine 
antigenique (i). 

Pour les memes raisons, la taille de Tantigene dMnteret a associer a la 
molecule proteique porteuse n'est pas non plus strictement limitee, I'antigene 
30 d'interet pouvant en consequence consister en des proteines entieres d'au 
moins 10 kDa, telles les differentes cytokines comme riL-4, TIL-IO, le VEGF 
ou encore I'interferon alpha. 

En outre, meme pour des antigenes dMnter§t consistant en des 
proteines entieres d'un masse moleculaire superieur S 10 kDa, un 
35 heterocomplexe immunogene de Tinvention peut comprendre une 



association de plusieurs antig§nes d'interet sur une seule molecule porteuse, 
si la taille de la prot6ine porteuse le permet. 

Lorsque la mol6cule prot6lque porteuse est de petite taille, par 
exemple d'une taille inferieure ^ 10 kDa. ou encore Inf6rieure & 5 kDa, le 

5 demandeur pense, sans vouloir §tre lie par une quelconque th§orie, que les 
associations partiellement covalentes entre I'antigdne d'int6r§t et ladite 
prot^lne porteuse, qui forment les h6t6rocomplexes prot^iques Indus dans le 
produit immunogdne de I'lnvention, permettent une conformation des 
h6t§rocomplexes telle qu'li la fols. rantig§ne d'int§r6t et la mol6cule proteique 

10 porteuse sont accessibles aux r6cepteurs des cellules du systdme 
immunitaire. 

11 s'agit m§me d'un avantage technique supplementaire procure par le 
produit immunogene comprenant des heterocomplexes tels que definis cl- ; 
dessus, puisque la presentation aux lymphocytes B d'une pluralite 
15 d'exemplaires d'un antigdne d'interet sur une m§me molecule porteuse, 
comprise dans I'h^terocomplexe, favorise le ph^nomene de « capping » par. %. 
« cross-linking » des rdcepteurs de la cellule B reconnaissant l'antlg§ne, ce ^ 
qui contribue a I'acUvation de la cellule B qui rego'rt , par ailleurs. les signaux % 
d'activation provenant des cytokines produites par les lymphocytes T ^ 
20 auxiliaires actives grace aux Epitopes T auxlliaires port6s par la moI6cule ^ 
prot6ique porteuse. -5^ 

Ainsi. selon un mode de realisation tout & fait prefer^ du produit 
Immunogene, celui-ci comprend de 5 a 50 proteines antigeniques (i) pour 
une molecule proteique porteuse (11), de preference de 20 a 40 proteines 
25 antigeniques (i) pour une molecule proteique porteuse (ii). 

Le nombre de molecules d'antlgene d'interet sur une seule molecule 
proteique porteuse depend respectivement de la taille de la molecule 
porteuse et de la taille de la molecule d'antlgene d'interet. Plus la molecule 
porteuse est grosse et offre une grande surface d'association avec I'antigene 
30 d'interet, et plus I'heterocomplexe immunogene comprendra, pour une seule 
des molecules porteuses qu'il contient, un nombre eieve d'exemplaires de la 
molecule d'antlgene d'interet. De meme. plus la taille de la molecule 
d'antlgene d'interet est reduite, plus le nombre d'exemplaires de la molecule 
d'antlgene d'interet sur la meme moieoile porteuse est grand. 
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A titre illustratif, on a montre selon Tinvention que lorsque la molecule 
proteique porteuse est le KLH, de 20 a 40 molecules d1L-4, d'IL-10, 
dMnterferon alpha ou de VEGF sont associes avec chaque molecule 
porteuse. 

5 On a montrS que ia solubillte du produit immunogene dans une 

solution aqueuse varie avec la modification des §quilibres r6gissant les 
interactions mol^culaires au sein des hSterocomplexes. en particulier ies 
Squilibres 6lectrocliimiques qui dependent de liaisons dites « faibles » (non 
covalentes) ou encore les concentrations respectives des prot6ines 

10 antigSniques et de la molecule proteique porteuse, ainsi qu'avec les 
conditions de force ionique, de pH et de temperature, 

De preference, les liaisons covalentes entre une ou plusieurs des 
proteines antig^niques (i) et la molecule proteiques porteuse (ii) sont 
realisees par I'intermediaire d'un agent chimique de liaison bifonctionnel. 

15 Un tel agent chimique peut etre le bromure de cyanogene, le 

glutaraldehyde, le carbodiimide ou Tanhydride succinique. 

En tant que carbodiimides, on peut utiliser par exemple les composes 
suivants : 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinyl-(4-ethyl)carbodiimide (CIVIC), 1- 
ethy!-3-(3-dimethyaminopropyl)carbodiimide (EDC) and 1-ethyl-3-(4-azonia- 

20 4,4-dimethyIpentyl)carbodiimide, 1-cycIohexyl-3-(2-morpholinyl-(4- 
ethyl)carbodiimide,(1-ethyl-3-(3-dimethya minopropyl carbodiimide (EDC) et 
1-ethyl-3-(4-azonia-4,4-dimethyIpentyl)carbodiimide. 

En tant qu'agents de couplage homo-bifonctionnels, on peut citer ies 
composes suivants : 

25 - esters de N-hydroxysuccinimide, de dithiobis 

(succinlmidylpropionate), disuccinimidyl suberate, et disuccinimidyl tartrate; 
les imidoesters bifonctionnels dimethyl adipimidate, dimethyl pimelimidate, et 
dimethyl suberimidate; 

- les agents reactifs avec un sulphydryl, 1,4-di-[3-(2'- 
30 pyridyldithio)propionamido]butane, bismaleimidohexane, et bis-N-maleimido- 

1, 8-octane; 

- les halogenures bifonctionnels de type aryle 1 ,5-difluoro-2,4- 
dinitrobenzene et 4.4 -difluoro-3,3*-dinitrophenylsulfone; 

le SMCC (succlnimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cycIohexane-1 - 
35 carboxylate) ; 



- le SlAB (N-succinimiclyl(4-iodoacetyl)aminobenzoate), 

- le SMPB (succininnidyI-4-(p-nnaleimiciophenyI)butyrate), 

- le GMBS (N-(.gamma.-maleimldobutyryloxy)succinimlde ester), 

- le MPBH (4-(4-N-maleimldopohenyl) aclde butyrlque hydrazide) ; 

le M2C2H {4-(N-malelmldomethyl)cyclohexane-1-carboxyl- 

hydrazide), 

- le SWIPT (succin-imldyloxycariDonyl-.alpha.-methyl-.alpha.-(2- 
pyridyldithlo)toluene) ; et le 

- SPDP (N-succlnimidyl 3-(2-pyrldyldlthio)proplonate). 

Pr6f6rentiellement, I'agent chimlque de liaison utilise comprend au 
moins deuxfonctlons aldehyde r6actlves. 

De manl6re tout ^ fait pr6f§r.§e, I'agent ohimique de liaison est le 
glutarald§hyde. 

Apres fonnatlon du produit comprenant les heterocomplexes 
proteiques gr§ce au couplage des molecules prot^iques porteuses avec les 
proteines antig6niques a I'aide de I'agent chimique de liaison, le produit 
obtenu peut §tre stabilise griice ^ un agent de stabilisation des proteines. tel 
que le formaldehyde, susceptible de creer des liaisons intrachalne. 

Les produits immunog§nes comprenant des h6t6rocomplexes 
Immunog^nes de I'inventlon se pr6sentent sous la fornie de microparticules 
solubles en solution, en particuller en solution auqueuse. dont la taille 
moyenne varie selon (I) la taille de la molecule prot§ique porteuse. (11) la taille 
et le nombre de proteines antlg6niques associ6es S une m§me molecule 
protelque porteuse et (iii) le nombre molecules porteuses associ6es aux 
prot6lnes antig^nlques pr6sentes dans une particule d'heterocomplexe. 

On a observe que les microparticules d'heterocomplexes d^crites 
dans les exemples avaient une taille moyenne variant de 100 nm a 300 nm. 

De mani^re tout ^ fait pref6r6e, un produit immunog^ne comprenant 
des heterocomplexes proteiques immunogdnes de invention comprend 
exclusivement des molecules porteuses associ6es aux proteines 
antig6niques, a Texclusion de tout autre materiau. En particulier, un 
het§rocomplexe de I'invention ne comprend aucun materiau polymere. 
protelque ou non prot§ique, autre que les proteines porteuses et 
antigeniques qui le caracterisent. 
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Recemment, ZAGURY D et al. (2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
98(14) : 8024-8029), dans une etude bibliographique, suggerent d'induire 
une immunity anti-cytokine chez les patients afin de contrecarrer la 
production anomnale dans ces pathologies de certalnes cytol^ines, 

5 notamment des interieuklnes, lymphokines, monokines, interferons qui 
agissent ptiysiologlquement dans les tissus, localement comme facteur de 
proliferation, de differenciation ou de mort programm6e cellulaire. 

Ces auteurs precisent que les strategies de ttierapeutique vaccinale 
ont et§, jusqu'a aujourd'iiui, exclusivement ciblees sur I'agresseur 

10 antig§nique, que ce soit un microorganisme, une cellule ou un allergfene, 
mais n*ont jamais recherchS d combattre la deregulation des cytokines 
induites sous Teffet de I'agresseur. Ces auteurs proposent une vaccination 
anti-cytokine en tant que prealable a une vaccination conventionnelle dont le 
but serait de neutraliser ou de bloquer les effets immunotoxiques du stroma, 

15 et de pennettre le deroulement normal de la reaction immunitaire adaptee 
centre I'agresseur antlgenique. 

De plus, des travaux anterieurs de la demanderesse, relates dans la 
demande Internationale publiee sous le n^'WO 00/03732, ont montre que, 
dans le oas de la ieucemie ATL, du cancer du col uterin, et du sarcome de 

20 Kaposi, respectlvement trois proteines etaient impllquees dans une 
immunosuppression locale au niveau de tumeurs ou de cellules infectees 
par le VIH1: 

la proteine Tax du virus HTLV 1 , 
la proteine E7 du papillomavirus et 

25 la proteine Tat du virus VIH-1 . 

La demanderesse avait aussi decrit que certaines de ces proteines 
immunosuppressives, telles la proteine Tat du HIV1 et la proteine E7 de HPV 
(souches 16 et 18) ont egalement des effets activateurs sur les cellules 
endotheliales vasculaires. 

30 Elle avait en consequence propose la mise au point de vaccins anti- 

cancer ou anti-viraux comprenant un compose immunogene derive detoxique 
d'une proteine provenant de cellules cancereuses, de cellules infectees par 
un virus ou de cellules immunitaires stromales, initialement 
immunosuppressive et/ou angiogenique a action locale, comme par exemple 

35 une proteine derivee de la proteine Tat du virus H1V1, la proteine Tax d*un 
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virus HTLV1, la proline E7 d'un papillomavirus ou encore une lectine 
mannane-dependante, sous une forme Inactlv6e. 

Or, il est montr6 selon I'lnvention que le prodult immunogSne 
comprenant des.hiterocomplexes Immunogenes tels que d6flnis ci-dessus 
pennet I'lnductlon d'une forte r6ponse antlcorps k rencontre des diff6rentes 
molecules antig6nlques d§let6res ci-dessus. 

Selon un premier aspect, dans rh6terocomplexe immunog§ne de 
I'lnvention, la ou les proteines antig6nlques (i) consistent en des cytokines 
produltes naturellement par ledit sujet. 

De manlere pref6r§e, la ou les proteines antig6niques (i) sont choisles 
parmi rinterIeukine-4. I'lnterf^ron alpha, I'interferon gamma, le VEGF, 
rinterleukine-10, le TNF alpha, le TGF beta, rinterleukine-5 et I'interleuklne 6. 

Selon un second aspect, la ou les proteines antigeniques (i) 
constitutives d'un h6t§rocomplexe immunogene de I'lnvention sont des. 
proteines immunosuppressives ou angiogenlques, ou des proteines deriv6es 
de proteines immunosuppressives ou angiog6niques. 

De mani^re pr6f6ree, que la ou les prot6ines antigeniques (1) sont 
choisles parmi la prot6ine E7 d'un papillomavirus, la prot6ine Tat du virus 
Vin 1, la proteine Tax d'u virus HTLV 1 ou HTLV 2 et la prot6ine p53 du sol. 

La molecule prot6lque porteuse (ii) incluse dans un h6t§rocomplexe 
prot^ique immunogene de I'lnvention peut §tre une molecule porteuse 
utilis§e conventionnellement en Immunologie, telle que ie KLH. I'ovalbumine. 
I'albumlne s§rique bovine (ASB), le T6tanos toxoTde, la toxine chol6rique B, 
etc. 

D e plus, dans un produit Immunogene de I'invention, la molecule 
porteuse prot^ique peut §tre choisie de mani^re a induire ou a stimuler, outre 
la production de lymphocytes T helper, une r§ponse immunitaire cytotoxique 
et/ou humorale e I'encontre d*elle-m§me et de sa contrepartie de prot§ine 
native dans I'organisme hote, respectivement par I'activation de lymphocytes 
T cytotoxiques et de lymphocytes B specifiques de cette molecule porteuse. 

Ce mode de realisation particulier d'un produit immunogene de 
I'invention est particulidrement utile lorsque I'on recherche simultanement 
une reponse anticorps efTicace a I'encontfe d'une proteine deietere 
immunosuppressive ou angiog6nique, notamment par la production 
d'anticorps neutralisants ou bloquants, et une reponse immunitaire cellulaire 
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effectuee par des lymphocytes T cytotoxiques dirig§s centre des cellules 
presentant a leur surface Tantigene natif associ6 aux molecules de classe I 
du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (CMH), par exemple un antigene 
d'un pathogene comme le virus VIH1 ou un Papillomavirus, ou un antigene 
specifiquement exprim§ dans les cellules cancereuses, comme le CEA, la 
p53, le Di12, etc. 

AInsi, selon ce mode de realisation particulier, le prodult immunog§ne 
de rinventlon est caract6ris6 en ce que la molecule prot§ique porteuse (li) est 
una prot6ine Immunogdne indulsant, outre la production de lymphocytes T 
helper, la production de lymphocytes T cytotoxiques dirlg6s a Tencontre de 
cellules pr6Sentant a leur surface ladite molecule prot6ique porteuse, ou tout 
peptide qui en est derlv6, en association avec des molecules de classe I du 
Complexe Majeur d'Histocompatibilite (MHC), et/ou la production d'anticorps 
par des lymphocytes B dirig§s centre la proteine porteuse. 

Ainsi, les produits immunogenes comprenant des heterocomplexes 
immunogenes de Tinvention constituent des moyens immunologiques 
efficaces pour la vaccination therapeutique active d'un individu, qu'il soit un 
mammif^re humain ou un mammlfdre non humain, a rencontre d*une grande 
diversity de pathologies. 

Des exemples illustratifs de composition d'het6rocomplexes 
immunogenes contenus dans un prodult immunogene selon rinventlon pour 
prevenir ou tralter, par une vaccination th6rapeutique active, des pathologies 
diverses sont lndiqu§s ci-dessous. 

a) Pour la prevention ou le trartement du SIDA : 

- Mol6cule prot6ique porteuse (ii) :les prot6ines gp 120. gp160, p24, p17, nef, 
ou Tat du virus HIV1 , detoxlqu6es ou stabilis§es si cela est n6cessaire, des 
fragments immunogenes de ces prot6ines ou encore une prot6ine 
immunogene qui en est derivee (Zagury et ah, 1998). 

- Proteine antigenique (i) : les proteines Tat, IFNa, IL10 etTGFp, detoxiquee 
si cela est necessaire, des fragments immunogenes de ces proteines ou une 
proteine immunogene qui en est derivee. 

b) Pour la prevention ou le traiiement du cancer du col uterin : 

- Molecule proteique porteuse (ii) : les proteines LI, L2 et E7 du 
papillomavirus, preferentiellement d*un papillomavirus de la souche 16 ou 18, 




detoxiquee ou stabilisee si cela est necessaire. des fragments immunog^nes 
de ces prot^ines ou encore une proteine immunogene qui en est d6rly§e {Le 
Buanecetal., 1999). 

- Proteine antigenique (i) : les prot^ines E7, IFNa, IL10, TGFp, TNFa et 
VEGF, detoxiquees ou stabllls§es si cela est n§cessaire, des fragments 
lmmunog6nes de ces prot6ines ou une prot§lne immunogene qui en est 
d6riv§e. 

c) Pour la prevention ou le traitement de la leuc6mie ATL induite paries virus 
HTLV1 ou 2: 

- IVIol6cule prot6lque porteuse (ii) les proteines gp61 et Tax des virus HTLV1 
ou 2. d6toxiqu§e si cela est necessaire, des fragments immunogenes de ces 
proteines ou encore une proteine immunogene qui en est derivee (Cowan et 
al., 1997; Mori etal..1996). 

- Proteine antigenique (i) : les proteines Tax. 1L10. IFNa ou TGFp. TNFa. 
VEGF detoxiquees, des fragments immunogenes de ces proteines ou encore 
une proteine qui en est derivee. 

d) Pour la prevention ou le traitement du cancer du colon : 

- Molecule proteique porteuse (ii) : les proteines CEA et p53, detoxlqu6es si 
cela est necessaire, des fragments immunogenes de ces proteines ou 
encore un proteine immunogene qui en est derivee (Zusman et al., (1996). 

- Proteine antigenique (i) : les proteines IFNa, TGFp, IL10, FasL et VEGF, 
detoxiquees. des fragments peptldiques immunogenes de ces proteines ou 
encore une proteine Immunogene qui en est derivee. 

e) Pour la prevention ou le traitement du cancer du sein : 

■■ - Molecule proteique porteuse (11) :1a proteine Di12, des fragments 
immunogenes de cette proteine ou encore une proteine qui en est derivee 
(Yoshiji et al., 1996). 

- Proteine antigenique (i) : les proteines TGFp, TNFa et VEGF, detoxiquees 
si necessaire, des fragments immunogenes de ces proteines ou encore une 
proteine immunogene qui en est derivee. 



f) Pour la prevention ou le traitement du cancer du pancreas : 



I er aepoi 




- Molecule prot^ique porteuse (ii) :1a proteine CaSm, detoxiquee si cela est 
necessaire, des fragments immunogenes de cette proteine ou encore un 
proteine immunogene qui en est deriv6e. 

- Prot6ine antigenique (i) : les proteines VEGF et TNFa, detoxiquees ou 
5 stabilisees si necessaire, des fragments immunogdnes de ces proteines ou 

encore une prot6ine Immunogdne qui en est d6riv6e. 

g) Pour la prevention ou le traltement du cancer de fa prostate : 

- Molecule proteique porteuse (ii) : les prot6ines OSA et ETS2, d6toxiqu6es 
10 ou stabillsdes si necessaire, des fragments imrriunogdnes de ces proteines 

ou encore une proteine immunogene qui en est derivee. (Sementclienl^o VI 
etal.,1998). 

- Proteine antigenique (i) : les proteines IL6 et TGFp, d6toxiqu6es ou 
stabilisees si necessaire, des fragments immunogdnes de ces proteines ou 

15 encore une proteine Immunogene qui en est d6riv6e. (Adier et a!., 1999), 

h) Pour la prevention ou le traitement de certaines allergies ; 

- Molecule proteique porteuse (ii) est choisi panmi les allogenes moleculaires, 
te!s que \es proteines Bet v 1 (pollen de bouleau), Der p 1 (acarien) et Fel d 1 

20 (cfiat) , leurs fragments peptidiques immunogenes ou encore une proteine 
immunogene qui en est deriv6e. L'antlg§ne Bet v 1 est d6crlt notamment par 
Ferreira et al. (1993), Tantigdne Der p 1 est d6crit notamment par Tovey et 
al. (1981) et TantlgSne Fel d 1 est d6crit notamment par Morgenstern et al. 
(1991) 

25 - Proteine antigenique (i) : elle Induit la production d'anticorps neutralisants 
ou bloquants a I'encontre du facteur cytokinlque IL4, qui est produit 
principalement par !es lymphocytes T de type Th2, qui orientent la r6ponse 
immunitaire humorale vers la production d'anticorps d'rsotype IgE. Selon un 
autre mode de realisation, la proteine antigenique (i) induit la production 

30 d'anticorps neutralisants ou bloquants & I'encontre du facteur cytol<inique IL5, 
qui est produit principalement par les lympliocytes T de type Th2. 

Ainsi selon un premier aspect particulier d'un produit immunogene de 
I'invention, dans lequel la molecule proteique porteuse induit a la fois la 
production de lymphocytes T auxiliaires (« T helper »), de lymphocytes T 

35 cytotoxiques et de lymphocytes B speclfiques de la molecule proteique 




porteuse, ladite molecule prot^ique porteuse (ii) est cholsle parmi les 

protelnes L1 , L2 et E7 d'un Papillomavirus. 

Selon un second aspect partlculier d'un prodult lmmunog6ne de 

rinvention. dans lequel la molecule prot^lque porteuse Induit, outre la 
5 production de lymphocytes T auxlllalres (« T helper »), la dlff^renclation de 

lymphocytes T cytotoxiques et de lymphocytes B sp6cifiques de la mol6cule 

proteique porteuse. ladite mol6cule protSique porteuse (ii) est choisie pamni 

les prot6lnes gp160, p24, p17, Net et Tat du vims HIV1. 

Selon un trolsiSme aspect partlculier d'un h^t^rocomplexe 
10 immunog§ne de I'invention, dans lequel la molecule proteique porteuse induit 

^ la fois la production de lymphocytes T auxiliaires («T helper ») 

lymphocytes T cytotoxiques et de lymphocytes B specifiques de la molecule 

proteique porteuse, ladite molecule proteique porteuse (Ii) est choisie parmi ^ 

les prot6ines CEA, p53, Di1 2, CaSm, OSA et ETS2. 
15 Selon un quatrieme aspect partlculier d'un prodult immunogene de .. 

I'invention, dans lequel la molecule proteique porteuse induit, outre la 
■ differenciation de lymphocytes T auxiliaires (« T helper ») la production .^r 

d'anticorps dlrig6s contre la .molecule proteique porteuse, ladite molecule h 

proteique porteuse (11) est choisie pamrjl les protdlnes Bet v 1, Der p 1 et Fel g 
20 d1. 

Dans un prodult Immunogdne de I'invention. les het6rocomplexes ~r 
prot§iques Immunogdnes preferes sent choisis parmi les hetero complexes : 
suivants. dans lesquels les prot6lnes antigenlques (i), d'une part et la 
molecule porteuse proteique (Ii), d'autre part, sont respectivement : 
25 a) (I) IL-4 et (11) KLH ; 

b) (i) Interferon alpha et (ii) KLH ; 

c) (1) VEGF et (ii) KLH ; 

d) (i)lL-10et(ii) KLH; 

e) (i) Interferon alpha et (ii) gp160 de VIH1 

30 f) (i) IL-4 et (ii) I'antigene allergene Bet v 1 ; et 

g) (i) le VEGF et (ii) la proteine E7 d'un Papillomavirus, 
h) (i) la proteine Tat inactiv6e de VIH1 et (ii) la proteine gp 120 de 

V1H1. 

Precede de preparation d'un produit immunoa&ne comorenant des 
35 het6rocomplexes proteiaues immunoaenes de r invention 
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Uinvention a encore pour objet un precede de preparation d'un produit 
immunogene comprenant des heterocomplexes immunogenes tels que 
definis ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) incuber les proteines antigeniques (i) et la molecule porteuse (ii) 
5 dans un rapport molaire (i) : (il) de 5::1 a 50::1, en presence d'un agent 

chimique de liaison; 

b) r6cuperer le produit immunogene comprenant les het6rocomplexes 
immunogenes prepare a r§tape a); 

De preference, I'agent cliimique de liaison est le glutaraidehyde. 

10 De manidre tout ^ fait pr§f6r6e, le proc6d6 est en outre caract6rls6 en 

ce que i'Stape a) est suivie d'une etape de stabilisation du produit 
comprenant les h6t6rocomplexes immunogenes par le fonnaldehyde, 
pr6alablement S I'etape b) de recuperation des heterocomplexes. 

De preference, lorsque le glutaraidehyde est utilise comme agent 

15 chimique de liaison, il est present dans le milieu reactionnel de couplage a 
une concentration finale comprise entre 0,02 M et 0,03M, de preference ^ la 
concentration finale de 0.026M. 

La reaction de couplage avec le glutaraidehyde est avantageusement 
realisee, pendant 20 minutes a 60 minutes de preference 30 minutes, a 

20 temperature allant de 20 a 25^C. 

Apres retape de couplage, le glutaraidehyde en excds est eilmine, par 
exemple par dialyse a Taide d'une membrane de dialyse ayant un seuil de 
coupure de 3 kDa. L'etape de dialyse est avantageusement realis6e S 4*'C, 
dans un tampon ajuste ^ pH 7,6. 

25 Pour stabiliser le produit comprenant les heterocomplexes proteiques 

preparer e I'etape a), ledit produit peut §tre traite en solution par le 
formaldehyde, par exemple par du formaldehyde a la concentration finale de 
3 mM. La reaction de stabilisation a avantageusement une duree comprise 
entre 12 et 48 heures, de preference entre 20 et 30 heures et est de maniere 

30 tout S fait preferee d'une duree de 24 heures. La reaction de stabilisation par 
le formaldehyde est avantageusement stoppee par addition de glycine, de 
preference a la concentration de 0,1 IVl, pendant 1 heure et a une 
temperature comprise entre 20 et 25°C. 




Les compositions comprenant un produit immunoqd ne comprenant des 
h6t6rocomplexes prot6iaues immunoqen es de I'lnvention 

La presente invention a aussi pour objet une composition comprenant 
un produit immunogene tel que defmi d-dessus. 

L'invention est 6galement relative § une composition plianmaceutique 
comprenant un produit immunogene prot6ique tel que d§fini cl-dessus. 

L'invention a encore pour objet une composition immunogene 
caract§rlsee en ce qu'elle comprend. ^ titre de principe actif, un produit 
immunogfene tel que d§fini cl-dessus, en association avec lin ou plusieurs 
excipients pliysiologlquement compatibles. 

Elle a 6galement trait d une composition vaccinale caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend. § titre de principe actif, un produit immunogene tel que 
d§finl cl-dessus, en association avec un ou plusieurs excipients 
physlologiquement compatibles. 

Selon les objectifs poursuivis, on utilise des adjuvants systemiques ou , 
des adjuvants mucosaux. Par exemple, on utilise de preference un adjuvant ; 
mucosal pour pr6venir les cancers des tlssus 6pltheliaux et on utilise de 
preference des adjuvants systemiques pour prevenir ou traiter les Infections . 
par des virus, tels que par HIV1 et HTLV1, ou encore pour prevenir ou traiter 
les allergies. 

Parmi les adjuvants systemiques, on utilise de preference les. 
adjuvants de type I FA (Adjuvant Incomplet de Freund). le phosphate de 
calcium ou I'hydroxyde d'alumlne. 

Panni les adjuvants mucosaux. on utilise de preference des adjuvants 
comma la chloratoxine B (CTB) ou un mutant de la toxlne LT (LTp). 

Selon un aspect partlculier, une composition Immunogene selon 
l'invention comprend aussi un ou plusieurs agents Immuno-stimulants, en 
comblnalson avec un adjuvant de I'immunite, comme par exemple I'agent 
Immuno-stlmulant CpG bien connu dans retat de la technique. 

Elle a egalement trait e un vaccln, mucosal ou systemlque, caracteris6 
en ce qu'll comprend, ^ titre de principe actif, un produit immunogene tel que 
defini cl-dessus, en association avec un ou plusieurs excipients, dont des 
adjuvants d'Immunite, physlologiquement compatibles. 

Les compositions Immunogenes ou les vacclns selon la presente 
invention trouvent leur emploi par exemple dans le traltement tant curatif que 
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preventif des cancers, notamment des cancers induits par des virus comme 
par exemple, I'ATL (Acute T celi leukennia) cause par le HTLV1 , ou le cancer 
du col uterin cause par le papillomavirus, ou encore le lymphome de Burkitt 
ou le sarcome de Kaposi causes par des virus de la famille herpds, 
5 respectivement I'Epstein-Barr (EBV) et le HHV8 ainsi que dans le traitement 
du SIDA, ainsi que pour prevenir ou traiter les reactions allergiques. 

Les produits immunogdnes selon invention peuvent etre utilises 
comme suit : 

On adminlstre § un patient, sous une forme adaptee k radminfstration 
10 syst6mlque ou mucosale, un produit Immunogdne comprenant des 
h§t6rocomplexes prot6lques immunog§nes selon la presente Invention, par 
exemple par vole intranasafe, en quantite suffisante pour §tre efficace sur le 
plan th6rapeutique, d un sujet ayant besoin d'un tel traitement La dose 
adminlstree peut aller par exemple de 10 S 1000 pg par vole intranasale, une 
15 fois par semaine pendant deux mois, puis, compte tenu du caractere 
transitoire de la reponse antlcorps dirigee centre Tantigfene d'inter§t, 
periodiquement en fohction du taux des antlcorps s6riques, par exemple tous 
les 2-6 mois. 

On pourra administrer dans une meme preparation deux ou plusieurs 
20 produits immunog^nes differents pour induire des anticorps neutralisant tous 
les sites fonctionnels deleteres au cas ou une seule molecule ne porte pas 
tous les sites actifs de la toxine ou de la cytokine surproduite que Ton veut 
neutralises 

A titre de medicaments, les produits Immunogenes de rinvention 
25 peuvent §tre Incorpores dans des compositions pharmaceutiques destinies 
a une administration par voie syst6mique ou bien a une administration par la 
vole muqueuse, notamment oro-muqueuse, en particuller la vole Intranasale, 
la voie orale et la voie vaginale. L'admlnistratlon peut avoir lieu en dose 
unique ou r6p6tee une ou plusieurs fols apres un certain Intervalle de temps. 
30 O'est pourquoi la presente demande a §galement pour objet une 

composition pharmaceutique, curative ou preventive, caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend a titre de principe actif, un ou plusieurs produits 
immunogenes tels que definis ci-dessus. Le produit Immunogene peut etre 
condltionn6 seul ou m6lang6 a un excipient ou melange d'excfplents 
35 pharmaceutiquement acceptables tel qu'un adjuvant Parmi les excipients 




destines a la vole intranasale ou orale, on retient particulierement les capryl 
oaproyi macrogol glycerides comme !e Labrasol® de la Societe 
GATTEFOSSE ou I'hydroxyde d'alumine (Alhydragel, Superfos, Danemark). 

Pour radministration orale selon I'lnvention, on associera Is princIpe 
actif § un adjuvant d'immunit6 mucosale tel qu'un mutant de CT, de LT ou de 
CTB. 

On retient tout particuliferement les formes galeniques d6crites par 
Boyaka et al. « Strategies for mucosal vaccine development » dans Am. J. 
Trop. Med. Hyg. 60(4), 1999, pages 35-45. On peut crter aussi les 
mlcrogranules gastro rdsistantes, notamment bioadh6sives telles que ceux 
decrits par Rojas et al dans Pharmaceutical Research, vol.16, n"!, 1999, 
page 255. 

Dans des conditions partlcull^res de mise en oeuvre. on retient une 
composition pharmaceutique vaccinale ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un adjuvant d'lmmunit§ mucosale. tel un mutant de CT (cholera 
toxine) ou de LT (enterotoxine labile d'E. coli). 

bans d'autres conditions particulieres de mise en cBUvre, on retient 
une composition phannaceutique vaccinale ci-dessus, caracterisee en ce 
qu'elle renfemie un adjuvant absorbant ie principe aciif, teis Thydroxyde 
d'alumine oO les particules d'or. 

La presente invention a encore pour objet un proc§d6 de preparation 
d'une composition ci-dessus decrlte, caract6r{s§ en ce que Ton melange, 
selon des m§thodes connues en elles-m§mes, Ie ou les prodults 
immunogenes actlfs avec des excipients acceptables, notamment 
pharmaceutiquement acceptables et Ie cas 6ch§ant, avec un adjuvant 
d'Immunlte syst6mique ou mucosale. 

Dans des conditions pref6rentielles de mise en oeuvre du proc§d§ ci- 
dessus, on prepare des mlcrogranules bioadh6sives et gastror^sistantes 
pour la vole orale digestive renfemiant les princlpes actifs Immunogdnes et Ie 
cas §ch§ant les adjuvants. 

La presente invention est en outre illustr^e par les exemples suivants : 



EXEMPLES 

Exemples de preparations d'h§t6rocomplexes : 




Exemple 1 : preparation de l'het6rocomplexe KLH-VEGF murin 

0,58 mg de proteine KLH sont dissous dans 0,5 ml de tampon 
phosphate 10 mM pH 8.5. A cette solution sont ajout§s 1 mg de VEGF 
murln dissous dans 1 ml du mdme tampon. 
5 Le m6lange de proteine ainsi obtenu est traite par du glutaraldehyde ^ 

la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes ^ temperature 
ambiante. 

L'exces de glutaraldehyde est ensuite 6llmin6 par 3 dialyses 
successives de 2 heures chacune effectu6es dans un boudin de dialyse dont 
10 le seuil de coupure est de 3 kDa, ^ 4 "C, contre 200 ml de tampon 
phosphate pH 7,6 10 mM. 

Le melange est alors traite par du formaldehyde ^ la concentration 
finale de 33 mM pendant 24 heures. Puis la reaction est bloquee par addition 
de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure ^ temperature ambiante. 
15 Le melange est enfm dialyse dans les memes conditions que la 

dialyse effectuee precedemment. 

Exemple 2 : H6t6rocomplexe KLH-VEGF humain. 

Get heterocomplexe represente le principe actif d'un vaccin propre k 
20 induire principalement chez le vacdn6 la production d'anticorps qui 
neutralisent le VEGF humain. 

0,58 mg de proteine KLH sont dissous dans 0,5 ml de tampon 
phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutes 1 mg de VEGF 
humain dissous dans 1 ml du m§me tampon. 
25 Le melange de proteine ainsi obtenu est traite par du glutaraldehyde ^ 

la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes S temperature 
ambiante, 

L'exces de glutaraldehyde est ensuite eiimine par 3 dialyses 
successives de 2 heures chacune, effectuees dans un boudin de dialyse 
30 dont le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 "C, contre 200 ml de tampon 
phosphate pH 7,6 10 mM. 




Le melange est alors traite par du formaldehyde ^ la concentration 
finale de 33 mM pendant 24 heures. Puis la reaction est bloquee par addition 
de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure a temperature ambiante. Le melange 
est enfin dialys§ dans les m§mes conditions que la dialyse effectu6e 
pr6c6demment. 

Exemple 3 ■■ Dr^paration d'un hdt^ rocomDlexe KLH-IL4 murin. 

0,841 mg de prot6ine KLH sont dissous dans 0,8 ml de tampon 
phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajout^s 1 mg de IL4 murin 
dissous dans 1 ml du m§me tampon. 

Le melange de protelne alnsl obtenu est trait6 par du glutaraldehyde & 
la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes & temperature 
ambiante. 

L'exces de glutaraldehyde est ensuite 6limin§ par 3 dialyses 
successives de 2 heures chacune effectuees dans un bpudi.n de dialyse dont 
le seuil de coupure est de 3 kDa, §i 4 "C, centre 200 ml de tampon phosphate 
pH7,6 10mM. 

Le melange est alors traite par du formaldehyde & la concentration 
finale de 33 mM pendant 24 heures. Puis la reaction est bloquee par addition 
de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure § temperature ambiante. Le melange 
est enfin dialyse dans les mdmes conditions que la dialyse. effectuee 
precedemment. 

Example 4 : preparation d'un h6t6rocomp lexe KLH-1L4 humain. 

Get heterocomplexe represente le principe actif d'un vaccin propre § 
induire principalement chez le vaccine la production d'anticorps qui 
neutralisent riL4 humain. 




1 mg de proteine KLH sont dissous dans 1 ml de tampon phosphate 
10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajout6s 1 mg de prot6lne IL4 murine 
dissous dans 1 ml du m§me tampon. 

Le melange de proteine ainsi obtenu est traits par du glutaraldehyde ^ 
5 la concentratio n finale de 0,026 M pendant 30 minutes ^ temperature 
ambiante. 

L'exc^s de glutaraldehyde est ensulte 6limine par 3 dialyses 
successlves de 2 heures chacune effectuees dans un boudin de dialyse dont 
le seuil de coupure est de 3 kDa, ^ 4 "C, contre 200 ml de tampon phosphate 
10 pH7,6 10mM. 

Le melange est alors traite. par du fonnaldehyde a la concentration 
finale de 33 mM pendant 24 heures. Puis la reaction est bloqu^e par addition 
de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure a temperature ambiante. Le melange 
est enfin dialys6 dans les mdmes conditions que la dialyse effectuee 
15 prec6demment. 

Exemple 5 ; preparation d'un comolexe KLH-iFNa. 

Ce conjugue represente le principe actif d'un vaccin propre ^ induire 
20 princlpalement chez le vaccine la production d'anticorps qui neutralisent 
riFND humain. 

0,625 mg de proteine KLH sont dissous dans 0,6 ml de tampon 
phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutes 1 mg de proteine 
IFND humaine dissous dans 1 ml du mSme tampon. 
25 Le melange de proteine ainsi obtenu est traite par du glutaraldehyde a 

la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes ^ temperature 
ambiante. 

L'exces de glutaraldehyde est ensulte eiimine par 3 dialyses 
successives de 2 heures chacune effectuees dans un boudin de dialyse dont 
30 le seuil de coupure est de 3 kDa, 6 4 '*C, contre 200 ml de tampon phosphate 
pH 7,6 10 mM. 
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Le melange est alors trait§ par du formaldehyde S la concentration 
finale de 33 mM pendant 48 heures. Puis la reaction est bloqu§e par addition 
de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure a temperature ambiante. Le melange 
est enfin dialys§ dans les memos conditions que la dialyse effectu6e 
pr6c6demment. 



Evemole 6 ; preparation d'nn compleve ap16Q-IFNa. 

Get h6terocomplexe repr^sente le principe actif d'un vaccin propre k 
10 Induire chez le vaccln6 la production d'anticorps qui neutralisent ^ la fois la 
prot6ine de structure gp160 du virus HIV-1 et la proteine IFNa. .cytokine 
immunosuppressive. De plus cet h§terocomplexe doit permettre d'lnduire 
une reaction cellulaire (chimiokines. T auxiliaire. CTL) dirigee centre les^> 
cellules infectees exprimant la gpl 60. 

15 

0,380 mg de proteine gp160 sent dissous dans 0,380 ml de tampon . 
phosphate 10 mM pH 8.5. A cette solution sent ajoutes 1 mg de proteine 
IFND humaine dissous dans 1 ml du meme tampon. ^ 
Le melange de proteine ainsi obtenu est traite par du glutarald6hyde k ^• 
20 la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes a temperature 
ambiante. 

L'exces de glutaraldehyde est ensuite eiimine par 3 dialyses 
successives de 2 heures chacune dans un boudin de dialyse dont le seuil de 
coupure est de 3 kDa. k 4 "C. centre 200 ml de tampon phosphate pH 7,6 10 
25 mM. 

Le melange est alors traite par du fonnaldehyde & la concentration 
finale de 33 mM pendant 48 heures. Puis la r6actfon est bloquee par addition 
de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure ^ temperature ambiante. Le melange 
est enfin dialyse dans les m§mes conditions que la dialyse effecluee 
30 precedemment. 
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Exemple 7 : preparation d'un h6terocomplexe qp160- Tat toxoide. (La 
proteine Tat est inactivee de maniere biochimique) 

Get heterocomplexe repr^sente le principe actif d'un vaccin propre ^ 
induire chez le vaccina la production d'anticorps qui neutrallsent a la fols la 
proteine de structure gp160 du virus HIV-1 et la proteine Tat extracellulaire 
du VlH-1. De plus ce complexe dolt permettre d'Induire reaction cellulaire 
(chimiokines, T auxiliaire. CTL) dirig^e centre les cellules infect^es exprimant 
la gp160. 

0,550 mg de prot§ine gp120 sont dissous dans 0,550 ml de tampon 
phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutis 1 mg de prot§ine Tat 
toxoTde dissous dans 1 ml du m§me tampon. 

Le melange de proteine ainsi obtenu est traits par du glutarald6hyde a 
la concentration finale de 0.026 M pendant 30 minutes d temperature 
ambiante. 

Puis la reaction est bloqu6e par addition de glycine 0.1 M finale 
pendant 1 heure a temperature ambiante L'exces de glycine est ensuite 
6limine par 3 dialyses successives de 2 heures chacune dans un boudin de 
dialyse dont le seuil de coupure est de 3 kDa, ^ 4 "C, centre 200 ml de 
tampon phosphate pH 7,6 10 mM. 

Example 8: preparaflon d'un h6t6rocomplexe ap160-Tat GM. (La 
prot6ine Tat est inactivee de manidre a6n6tiaue) 

Get h§t§rocomplexe repr^sente le principe actif d'un vaccin propre & 
induire chez le vaccine la production d'anticorps qui neutralisent a la fois la 
proteine de structure gp160 du virus HIV-1 et la proteine Tat de r6gulation du 
VIH-1 . De plus cet heterocomplexe doit permettre d'Induire reaction cellulaire 
(chimiokines. T auxiliaire. CTL) dirig6e centre les cellules infectees exprimant 
la gp160. 

0,550 mg de proteine gp160 sont dissous dans 0,550 ml de tampon 
phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajout6s 1 mg de proteine Tat 
GM dissous dans 1 ml du meme tampon. 




Le melange de proteine ainsi obtenu est traits par du glutarald6hyde a 
la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes h temp6rature 
ambiante. 

Puis la reaction est bloquee par addition de glycine 0.1 M finale 
pendant 1 heure a temperature ambiante. L'exces de glycine est ensuite 
6llm!n6 par 3 dialyses successlves de 2 heures chacune dans un boudin de 
dlalyse dont le seuil de coupure est de 3 kDa, ^ 4 °C. centre 200 ml de 
tampon phosphate pH 7,6 10 mM. 

Exemoles de caracterisations bio chimiaues des h6terocomplexes 

A. Materiel et Methodes des exemples 9 a 16. 

Les caracterisations biochimiques des h6terocomplexes ont ete . 

effectu^es ^ I'aide des techniques suivantes : 
1 .Test d'antia6nicit6 : 
■ L'6tude. de rantig§nicit6 d'un h6t6rocomplexe par rapport a 
ranfig6nicit6 des proteines qui le composent est effectuee par un ELISA 
Indirect classique. Cette technique permet de mesurer quantitativement une 
proteine par reconnaissance sp§cifique d'un anficorps contra un antig§ne. 
Ce test consiste a deposer des dilutions d'un 6chantillon contenant la 
proteine recherch^e dans des puits d'une plaque de microtitration. Un 
anticorps polyclonal specifique reagit avec la proteine lmmobilis6e. Un 
deuxieme anticorps, conjugu§ ^ la peroxydase de raifort. sp§clflque du 
premier est ensuite ajout6. Le complexe form§ est r§v6l6 par incubation avec 
de rOPD. La couleur jaune obtenue est directement proportionnelle & la 
quantite de prot6ines fix6es. L'absorbance (PO) de chaque puits est 
mesur§e a I'aide d'un lecteur de microplaques. La quantlt6 de proteine 
presente dans rechantlllon est d6temiin6e alors ^ I'aide d'une gamme 
d'etalonnage. 

9. lsQ6lectrofocallsation en gel H'aaarose suivie d'un Western Blot. 

L'isoelectrofocallsatlon en gel d'agarose permet de s§parer les 
molecules en fonction de leur point Isoeiectrique (pi) dans des conditions non 




d§naturantes, ce qui nous permet d'etudier les heterocomplexes sans 

detmire les liaisons faibles existant au sein de ces complexes. 

L'isoelectrofocalisatlon est sulvie d'une r§v6lation par Western blot. 

Aprds separation ^lectrophoretlque, les molecules sont transferees sur une 
5 membrane de nitrocellulose par capillarite. Ces molecules sont ensulte 

caracterisees par immunochlmie. 

3. Estimation du pourcentaae des molecules d'antiaene d'int6r§t liee g> 

la molecule proteiaue porteuse oar une liaison covalente . 

L'estimation du pourcentage des molecules d'antlg6ne d'int6r§t Ii§es 
10 aux mol§cules proteiques porteuses par une liaison covalente dans un 

produit immunog§ne est effectuee par example par tamisage mol6culaire sur 

une colonne contenant du Superdex 200, dans des conditions d6naturantes 

(uree 8 M) et r§ductrices (bsta-mercaptoethanol 5%). 

Le % de mol§cuIes d'antigdne d'inter§t li§es par une liaison covalente 
15 est deduit de la quantite d'antigene d'int§ret (detemiinee par un ELISA 
Indirect classique) presente dans le volume d'exclusloh de la colonne. En 
effet, la mol6cu!e prot^lque porteuse, telle le KLH, ayant un masse 
mol6culaire plus important que la llmlte sup§rieure de fractionnement de la 
colonne utllls6e (200 kDa dans notre cas), sort dans le volume d'exclusion de 
20 cette colonne. Ainsl, dans des conditions d6naturantes et reductrices, seuls 
les antigdnes d'inter§t Ii6s de mani§re covalente & la molecule prot6ique 
porteuse sortent dans le volume d'exclusion. 

Exemple 9 : Caracterisation biochimique de I'heti rocomplexe KLH- 
25 VEGF murin 

1. L'antia6nlclt6 

L'h§t§rocomplexe KLH-VEGF murin presente une antigenicity 
identique § I'antig6nlcit6 du VEGF murin. 

30 

2. Isoelectrofocalisation en ael d'aaarose sulvie d'un Western Blot. 




La figure 1 montre que rh6t§rocx)mplexe KLH-VEGF murin migre 
sous la forme d'une seule bands k un pi different des molecules natives le 
constituant 

Exemple 10 : Caracterisation biochimiaue de rh et6rocomplexe KLH- 
VEGF humain 

1 ■ Antigenicity : 

L'h6t6rocomplexe KLH-VEGF humain pr6sente une antigenicity 
identlque d I'antigenlclte du VEGF humain. 

2. Iso§lectrofocalisation suivie d'un Western Blot. 

La figure 2 montre que l'h§t6rocomplexe KLH-VEGF humain migre 
sous la forme d'une seule bande S un pi different des molecules natives le 
constituant. U§chantillon de VEGF humain a 6t§ d6pos§ d trois endroits 
differents afin de montrer qu'il migre toujours au m§me endroit. 

Mi 

Exemi3le 11 : Caracterisation bibchimiaue de I'heterocomplexe KLH- 

lL4murin ^ 

1 ■ Antiaenicite . , 

L'heterocomplexe KLH-IL4 murin presente une antigenicity idehtque ^ 
rantlg6nicite de riL4 murin. 

Exemole 12 : Caracterisation biochimiaue de I'hete rocomDlexe KLH-1L4 

humain 

1 ■ Antigenicity 

Le complexe KLH-IL4 humain prysente une antigenicity ygale ^ 
I'antigynlclty de la protyine IL4 humain. 

2. Isoelectrofocalisatlon suivie d'un Wes tern Blot. 

La figure 3 montre que I'hytyrocomplexe KLH-IL4 humain migre sous 
la forme d'une seule bande & un pi diffyrentdes molecules natives le 
constHuant. 
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Exemple 13 : Caracterisation biochimique de I'heter ocomDlexe KLH- 
IFMa 

1 ■ Antia6nicit6 

Le complexe KLH-IFNa humain presents une antigenicity identique & 
rantigeniclt6 de I'IFNa humain. 

2, Estimation du porcentaae des molecules d'antia6 ne d'inter§t il6es a 
la molecule Drot^iaue porteuse par une liaison covalente . 

La preparation KLH-IFNa a 6t§ pass6e sur une colonne superdex 
S200 selon las conditions d§crites plus haut. Le pic sorti dans le volume 
d'exclusion a ete collecte, dialyse puis iyophills6: La concentration en 
antlgene d'interdt a §t6 detennin6e par la technique d'ELISA indirecte. La 
quantity d'IFNa retrouvee dans le volume exclu est de 30 pg alors que 1000 
pg d'IFN ont ete utilises pour preparer le produit immunogene, sans perte 
mesurable d'antig^ne durant le precede de preparation. Le pourcentage de 
molecules d'antigene d'interet llees a la molecule KLH par une liaison 
covalente dans le produit immunogdne compreriant des heterocomialexes 
KLH-IFNa peut done etre estime a environ 3 % 

Example 14 : Caracterisation biochimiaue de I^h6t6roc omplexe qp160- 
IFMa 

1 . Antiaenicrte 

Le complexe gp160-IFNpthumain presente une antigenicity identique ^ 
Tantigeniclty de la prot§ine gp160 ainsi qu'^ celle de I'IFNa hun^aln. 

2. Isoelectrofocalisation suivie d'un Western Blot . 

La figure 4 montre que I'heterocomplexe gp160-IFNahumaln migre 
sous la forme d'une seule bande a un pi qui est tr^s different du pi de la 
proteine gp160 recomblnante le constituant Le pi de cet heterocomplexe est 
I6g6rement inferieur ^ celul de I'IFNa, 

Exemple 15 : Caract6risation biochimiaue de Ph6teroconnplexe gp160- 
Tat toxoide 

1 . Antlqeniclte 
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Le complexe gp160-Tat Toxoid pr§sente une antigenicite identique ^ 
rantig6nicit§ de la proteine gp160 et a celle de la proline Tat 

Exemole 16 : Caracterisation biochimiaue d e rheterocomplexe qp160- 

TatGR/l 

1-Antia6nicit6 

Le complexe gp160-Tat GM pr6sente une antlg6nlcft§ Identique k 
I'antlg6niclt6 de la proline gp160 et li celle de la prot6lne Tat 

Exemoles d'activit6 immunoa6niaue des h et6rocomDlexes 

Exemple 17 : Activity immunoa^niaue de rhe terocomplexe KLH-VEGF 
murin 

A. Materiel et m6thodes 

L'activrt6 immunog6nlque (humorale) de la preparation KLH-VEGF 
murIn par rapport d celle du VEGF murin a 6t§ 6tudiee.che2 la souris balb c 
de' 18-20 g. . 

1 'immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 8 souris regoit une injection de 0.1 
ml (10 |jg) d'une Emulsion en MP par vole intramusculaire. Une injection de 
rappel de 5 \iq en AIF est donn§e a J60. 

Un prelevement sanguin au niveau raro-orbital est effectu6 sur 
chaque souris avant la premiere injection S j-2 

3 souris contr61es resolvent les m§mes preparations sans 

immunogene. 

Les souris sont sacrifices 1 2 jours apr6s la demi^re immunisation. 
2-tox/c/fe 

La toxicity anonnale est recherch6e chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (50 \ig) selon la pharmacop6e. 

L'absence d'immunotoxlcitC de l'het§rocomplexe est evalu6e In vitro 
par un test de proliferation cellulaire realise sur des PBMCs cultivees en 
presence du complexe et stimulees par du PPD ou du Tetanos toxofde. 
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B. Resultats : 

1 ■ Absence de toxicite de I'heterocomplexe in vivo et in vitro 

Les souris immunis6es aussj bien par la preparation de KLH-VEGF 
5 murin que par le VEGF murin unlquement ne pr6sentent aucun signe dinlque 
et aucune l§sion anatomique. Le test d'Immunosuppresslon montre que des 
doses de 100 ng/ml k 1 \iQlm\ de KLH-VEGF murin ne dimlnuent pas la 
proliferation des lympliocytes. 

Aucune des 3 souris lmmunis§es avec 50 yg de rii6t6rocomplexe 
10 ne manlfeste de signes de toxicity (temperature, troubles cutan6s, 
manifestations syst6mlques ou r6glonales) pendant les 7 jours suivant 
{'injection. 

2-R6Donse hu morale 

15 La reponse humorale est mesur§e par la presence dans le semm 

d'antlcorps de type IgG diriges contre le VEGF murin, d§termin6e par ELISA 
et exprim^e en titre (inverse de la dilution donnant une densite optique 
sup6rieure a 0.3). La figure 5 repr§sente les titres en anticorps obtenus. 
Les souris immunisses avec la preparation KLH-VEGF murin 

20 presentent des titres d'antlcorps de type IgG plus importants que ceux des 
souris immunisees avec le VEGF murin unlquement. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a 6t§ mesur6e k I'aide du test 
d'activlte blologique du VEGF, facteur de croissance s6lectif des cellules 
endoth6liales. Des cellules endoth6llales (HUVECs) sont cultivees dans des 

25 puits a fond plat d'une plaque de microculture ^ raison de 3000 cellules par 
puits. Les 8§rums de chaque groupe de souris ont 6te regroup6s. Diff6rentes 
dilutions de ces pools de s6rums (1/100 - 1/800) pr^leves ^ J-2 et J72 ont 
6t6 pre-incub6es pendant 2 heures avec 20 ng/ml de VEGF murin puis 
deposees sur ces cellules endotheliales. La culture cellulaire s'est poursuivie 

30 ^ 37 °C en atmospliere humide chargee a 5 % de C02 pendant 3 jours. 18 
heures avant la fin de I'incubation. 0.5 |jCi de thymidine triti6e/puits sont 
ajoutes. Les s6rums neutralisants empechent le VEGF murin d'induire la 
proliferation des cellules endotheliales, alors que les serums non 
neutralisants pennettent la proliferation de ces cellules. Les resultats sont 



donnas en pourcentage de neutralisation. La figure 6 pr^sente les resultats 
obtenus. 

Les anticorps Induits par le complexe ont un pouvoir neutralisant plus 
Important que celul Induit par le VEGF murin. 
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A. Materiel e t methodes 

L'activit§ immunogenique (humorale) de la preparation KLH-VEGF 
humain par rapport a celle du VEGF humain a 6t6 6tudi§e chez la souris balb 
ode 18-20 g. 

i.immunisa1ion 

Au jour 0, 7. 14. 21 un groupe de 8 souris regoit une injection de 0.1 
ml (10 pg) d'une Emulsion en AlF par vole intramusculaire. Une injection de :^ 
rappel de 5 pg en AIF est donn§e & J60, ~ 

• Un pr6l&vement sanguin au niveau r6tro-orbital est effectu6 sur 
chaque souris avant la premiere injection ^ j-2 

3 souris contrdies regoivent les memes preparations sans 4 

immunogfene. . 

Les souris sont sacrifi§es 12 Jours aprfes la demidre Immunisation. ji 

2"tox/'c/te 

La toxiclte anormale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (50 pg) selon la pharniacop^e. 

L'absence d'immunotoxlcit§ de I'het6rocomplexe est 6valu§e. m vitro 
par un test de proliferation cellulaires r6alise sur des PBMCs cultiv6es en 
presence du complexe et stlmul§es par du PPD ou du T§tanos toxoTde. 

B. Resultats : 

de toxioite de i'h6t6ro r.omplexe in vivo et In vitro 

Les souris immunls6es aussi bien par la preparation de KLH-VEGF 
humain que par le VEGF humain uniquement ne presented aucun signe 
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clinique et aucune lesion anatomlque. Le test d'immunosuppression montre 
que des doses de 100 ng/ml S 1 \igfrr\\ de KLH-VEGF humain ne dimlnuent 
pas !a proliferation des lymphocytes. 

Aucune des 3 souris immunis§es avec 50 \ig de I'het^rocomplexe 
ne manifeste de signes de toxicity (temperature, troubles cutanea, 
manifestations syst6mlques ou r^gionales) pendant les 7 jours suivant 
I'injection. 

2-R6ponse liu morale 

La r6ponse humorale est mesuree par la- presence dans le s§rum 
d'antlcorps de type IgG dlrig§s centre le VEGF humain, d6tennlnee par 
ELISA et exprlm6e en titre (Inverse de la dilution donnant une density 
optique sup6rieure a 0.3). La figure 7 reprSsente les titres en anticorps 
obtenus. 

Les souris jmmunis6es avec la preparation KLH-VEGF humain 
pr6sentent des titres d'anticorps de type IgG plus importants que ceux des 
souris immunisees avec le VEGF humain uniquement. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a ete mesuree § I'aide du test 
d'actlvite blologique du VEGF, facteur de crclssance seiectif des cellules 
endotheiiales. Des cellules endotheilales (HUVECs) sont cultivees dans des 
puits ^ fond plat d'une plaque de microculture a raison de 3000 cellules par 
puits. Les serums de chaque groupe de souris ont ete regroupes. D'riTerentes 
dilutions de ces pools de serums (1/100 - 1/800) preieves a J-2 et J72 sont 
pre-incubees pendant 2 heures avec 20 ng/ml de VEGF humain puis 
deposees sur ces cellules endotheilales. La culture cellulaire est poursulvie ^ 
37 "C en atmosphere humide charg6e a 5 % de C02 pendant 3 jours. 18 
heures avant la fin de rincubatlon. 0.5 pCI de thymidine tritiee/pults sont 
ajoutes. Les serums neutralisants emp§chent le VEGF humain d'induire la 
proliferation des cellules endotheilales, alors que les serums non 
neutralisants pemiettent la proliferation de ces cellules. Les resuitats sont 
donn6s en pourcentage de neutralisation. La figure 8 presente les resuitats 
obtenus. 

Les anticorps indults par le complexe ont un pouvoir neutrallsant plus 
Important que celul indult par le VEGF humain. 



Exemple 18 : Activite immunoaeniaue de Phe terocomplexe KLH-1L4 
murin 

A. Mat4riel et methodes 

L'activite immunog§nlque (humorale) de la preparation KLH-1L4 murin 
par rapport ^ celle de I'1L4 murin a ete 6tudiee chez la souris balb c de 18-20 

g. 

1 'Immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 8 souris regoit une injection de 0.1 
ml (10 |jg) d'une emulsion en AlF par voie intramusculaire. Une injection de 
rappel de 5 pg en AlF est donn§e d J60. 

Un pr^levement sanguin au niveau r6tro-orbital est effectue sur 
chaque souris avant la premiere injection a j-2 § J72 

3 souris contraies regoivent les m§mes preparations sans 
immunogene. 

14 jours apr^s la dernfere Immunisation, les souris contr6les et les 
souris Immunls6es aveo je KLH-IL4 murin sont challeng6es avec du pollen 
de bouleau en presence d'alun (100 pg/souris) en sous-cutanee § J74, J95 
et J109. Des pr^levements sanguins sent effectues regulierement pour 
suivre Papparltion des anticorps de classe G et E dirig^s contre le Bet v 1, 
allergene majeurdu pollen de bouleau. 

2-toxicite 

La toxicity anormale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 
humalne (50 pg) selon la pharmacop6e. 

Uabsence d'immunotoxlcit6 de l'h6t6rocomplexe est 6valiJ6e In vitro 
par un test de proliferation cellulaire realise sur des PBM'Cs cultiv6es en 
presence du complexe et stlmul6es par du PPD ou du Tetanos toxo'fde. 



B. Resultats : 

1 . Absence de toxiclte de i'heterocom plexe in vivo et in vitro 
Les souris immunlsees aussi blen par la preparation de KLH-I 
murin que par l'IL4 murin uniquement ne presentent aucun signe clinique 
aucune l6sion anatomique. Le test d'lmmunosuppresslon montre que d 
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closes de 100 ng/ml a 1 [tglml de KLH-IL4 murin ne dimlnuent pas la 
proliferation des lymphocytes. 

Aucune des 3 souris immunis§es avec 50 |jg de l'li§terocompIexe 
ne manifeste de signes de toxicity (temperature, troubles cutanes. 
manifestations syst6miques ou regionales) pendant les 7 jours suivant 
rinjection. 

2-R6Donse humorale 

La reponse humorale est mesurde par la presence dans le s§rum 
d'anticorps de type IgG dirlg§s centre riL4 murin, d6tennin6e par ELISA et 
exprlm§e en titre (inveree de la dilution donnant une densit6 optlque 
sup6rleure d 0.3). La figure 9 represents les titres en anticorps obtenus. 

Les souris immuni86es avec la preparation KLH-IL4 murin pr6sentent 
des tItres d'anticorps de type IgG plus importants que ceux des souris 
Immunisees avec le IL4 murin uniquement. 

L'activite neutralisante de ces anticorps presents chez les souris 
immiinisees avec la preparation KLH-IL4 murin a ete mesuree a I'aide du test 
d'actlvite biologique de riL4 murin. Ce test utilise les cellules HT-2, lignees 
cellulaires murines dont la croissance est 114 murine -dependante (Watson. 
J. 1979. J. Exp. Med. 150:1510.). Des cellules HT-2 sont cultivees dans des 
puits a fond rond d'une plaque de microculture a raison de 10 000 cellules 
par puits. Des s6rums dilues au 1/50 pr6leves ^ J-2 et J72 sont pr6-lncub6s 
pendant 2 heures avec 50 ng/ml d'lW murin puis deposes sur les cellules HT- 
2 . La culture cellulaire est poursuivie & 37 'C en atmosphere humide 
chargee 5 % de C02 pendant 3 jours. 4 heures avant la fin de Tincubation, 
0.5 pCi de thymidine tritiee/puits sont ajoutes. Les serums neutralisants 
empechent nL4 murin d'lndulre la proliferation des cellules HT-2, alors que 
les serums non neutralisants permettent la proliferation de ces cellules. Les 
resultats sont donnes en pourcentage de neutralisation. La figure 10 
presente les resultats obtenus. 

Les anticorps induits par le complexe sont neutralisants. 
De plus, ces anticorps neutralisants diriges centre 1114 murin 
empechent la production, par ces souris, d'anticorps de type IgE diriges 
contre le Bet v 1, lorsque ces demieres sont challengees avec du pollen de 



bouleau. La figure 1 1 montre bien que les souris Immunis6es avec du KLH- 
lL4murin possedant des IgG neutralisants d!rig6s contre IML4 murin bloquent 
la production d'IgE dirig6s contre le Bet v 1 et commencent S produire des 
antlcorps de type IgG diriges contre le Bet v 1 . Par contre, les souris qui n'ont 
5 pas reQu de KLH-IL4 murin, et qui n'ont done pas d'anticorps de type IgG 
dirig6s contre riL4, produisent unlquement des antlcorps de type IgE dirig6s 
contre le Bet v 1 . 

Eyemple 19 : Activite imnfiunoa6niaue de rh6terQconnplexe KLH-1L4 
10 humain 

A. MatSriel et m6thodes 

L'activlt6 immunog6nique (humorale) de la preparation KLH-IL4 
humain par rapport ^ celle de riL4 humain a 6t6 6tudi6e chez la souris balb c 

15 de 18-20 g. • 

1- lmmunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 3 souris regoit une injection de 0.1 
mi (10 jjg) d'une emulsion en AIF par voie intranjusculaire. Une injection de ^ 
rappel de 5 pg en AIF est donn6e a J60. ^; 
20 Un preldvement sanguin au niveau r6tro-orbital est effectu6 sur ,^ 

cheque souris avant la premiere injection a j-2 

3 souris contrdles regoivent les m§mes preparations sans ,y 

immunogdne. 

Les souris sont sacrifices 12 jours apr§s la demi^re Immunisation. 

25 

2- toxicite 

La toxiclt6 anomiale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (50 pg) selon la phanT\acop6e. 

L'absence d'immunotoxicitC de rh6t§rocomplexe est evalu6e in vitro 
30 par un test de proliferation cellulaire realise sur des PBMCs cultivees en 
presence du complexe et stimuiees par du PPD ou du Tetanos toxoYde. 

B. R6sultats : 
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1 -Absence de toxicity de I'heterocomplexe In vivo et in vitro 
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Les souris immunis^es aussi bien par la preparation de KLH-1L4 
humain que par riL4 humain uniquement ne presentent aucun signe clinique 
et aucune i6sion anatomlque. Le test d'Immunosuppression montre que des 
doses de 100 ng/ml a 1 pg/ml de KLH-IL4 humain ne dimlnuent pas la 
5 proliferation des lympliocytes. 

Aucune des 3 souris Immunlsees avec 50 pg de {'heterocomplexe 
ne manifeste de signes de toxicite (temperature, troubles cutan6s, 
manifestations syst6mlques ou r6glonales) pendant les 7 jours sulvant 
rinjectlon. 

10 

2-R6Donse humoraie 

La r6ponse humoraie est mesur§e par la presence dans le s6rum 
d'anticorps de type IgG dirig§s contre riL4 humain, detemnln6e par ELISA et 
15 exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une density optique 
sup§rieure ^ 0.3). 

Tableau 1 

Titre 
j-2 j72 

20 souris contrdles : 

souris contrSle 1 <500-1 <500-'' 
souris contrdle 2 <500-"' <500-'' 
souris controle 3 <500-'l ^SOO-I 

25 souris immunis6es avec l'lL4 humain : 

souris 4 <500-'' 32 000-1 
souris 5 <500-'' 48 000"^ 
souris 6 <500-1 16 000-'^ 
souris immunis6es avec le complexe KLH-IL4 

30 humain : 

souris 7 <500-'< 256 000"'' 
souris 8 <500-'' 128 000-^ 
souris 9 <500 128 OOO""! 




Les souris immunls6es avec la preparation KLH-IL4 humain 
presentent des titres d'anticorps de type IgG plus importants que ceux des 
souris immunis6es avec le IL4 humain uniquement. 

L'activit^ neutralisante de ces. anticx)rps induits par la preparation KLH- 
IL4 humain a ete mesuree ^ I'alde du test d'activit§ biologique de l"IL4 
humain. Ce test utilise les celJules TF-1. lign^e ceilulaire humaine dont la 
croissance est IL4 humaine-dependante (Kitamura, T. et al.. 1989.. J. Cell 
Physiol. 140:323-34). Des cellules TF-1 sont cultivees dans des puits ^ fond 
rx?nd d'une plaque de microculture a raison de 10 000 cellules par puits. Des 
s6rums dilues au 1/50 pr6lev6s § J-2 et J72 pr6-incubes pendant 2 heures 
avec 50 ng/ml dML4 humain sont ensuite d§pos6s sur les cellules TF-1 . La 
culture ceilulaire est poureuivie ^ 37 "C en atmosphere humide charg^e ^ 5 
% de C02 pendant 3 jours. 4 heures avant ia fin de rincubation; 0.5 \iC\ de > 
thymidine tritiee/puits sont ajout6s. Lea s6rums neutralisants emp§chent riL4 
humain d'induire la proliferation des cellules TF-1, alors que les serums non 
neutralisants permettent la proliferation de ces cellules. Les r6sultats sont 
donnes en pourcentage de neutralisation. La figure 12 pr§sente les r^sultats 
obtenus. 

Les anticorps induits par le cortiplexe sont neutralisants. 
Exemple 20 : Activity immunogenique de I'heterocomplexe KLH-lFNa 

A. Materiel et m6thodes 

■ L'actlvite immunog6nlque (humorale) de la preparation KLH-lFNa 
humain par rapport a celle de IMFNa humaine a 6t6 etudi§e chez la souris 
balbcde 18-20 g, 

1 -immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 3 souris regoit une injection de 0.1 
ml (10 pg) d'une Emulsion en AIF par voie intramusculaire. Une injection de 
rappel de 5 pg en AIF est donnee a J60. 

Un preievement sanguin au niveau r§tro-orbital est effectu6 sur 
chaque souris avant la premiere injection a j-2 
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3 souris contrdles regoivent les mSnnes preparations sans 
immunogene. 

Les souris sont sacrffi^es 12 jours apres la derni^re immunisation- 

5 2''toxiclte 

La toxicite anormale est recherch6e chez 3 souris recevant 1 dose 
humialne (100 pg) selon la pharmacopee. 

L'absence d'immunotoxlclt^ de rhet6rocompIexe est evaluee in vitro 
par un test de proliferation cellulaire realise sur des PBiVICs cultiv6es en 
10 presence du complexe et stimulees par du PPD ou du Tetanos toxoTde. 

B, Resultats : 

1 -Absence de toxicite de rheterocomplexe in vivo et in vitro 
15 Les souris immunis§es aussi bien par la preparation de KLH-IFNa 

humain que par TIFNa humaln uniquement ne presentent aucun signe 
clinique et aucune l6sion anatomique. Le test d'immunosuppression montre 
que des doses de 100 ng/ml d 1 pg/ml de KLH-IFNa humain ne dlminuent 
pas !a proliferation des lymphocytes. 
20 Aucune des 3 souris immunis6es avec 100 yg de I'heterocomplexe 

ne manrfeste de signes de toxicite (temperature, troubles cutanSs, 
manifestations systemiques ou r§gionaIes) pendant les 7 jours suivant 
rinjection. 

25 2-Reponse hu morale 

La reponse humorale est mesuree par la presence dans le serum 
d'anticorps de type IgG diriges contre I'lFNa humain, determinee par ELISA 
et exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une densite optique 
30 superieure a 0.3). Le tableau 2 represente les titres en anticorps obtenus. 



TABLEAU 2 

Titre 
j-2 J72 

souris contrdles : 

souris controle 1 <500-1 <500-'' 
souris contr6le 2 <500-'' <500-'> 
souris controle 3 <500-1 <500-'^ 

sourfs immunis§es avec I'lFNa : 

souris 4 <500-1 96 000-1 

souris 5 <500-'l 128 000-'' 

souris 6 <500-'' 96 000-'! 

souris immunisees avec le complexe f^H-IFNa : 
souris? <500-'' 96 000-1 

souris 8 <500-'! 96 000-1 

souris 9 <500-1 128 000-1" 

•r. 
■1 

Les souris immunis6es avec la pr6paratfon KLH-IFNa humain„ 
pr6sentent des titres d'antlcorps de type IgG Equivalents ^ ceux des souris 
immunisees avec i'lFNa humaln uniquement 

L'activite neutralisante de ces anticorps a ete mesuree a I'aide du test 
d'activit§ biologique de I'lFNa humain. (Rubinstein S, J Virol, 1981,755-8): 
Ce test de mesure d'effet antiviral a pour but d'evaluer I'inliibition de la lyse 
de cellules MDBK par le VSV (Vesicular Stomatitis virus) en presence 
d'FND. Des cellules MDBK sont cultlv6es dans des puits a fond rond d'une 
plaque de microculture a raison de 350 000 cellules par puits. Differentes 
dilutions de s^mrns (1/100 au 1/800) pr§lev6s ^ J-2 et J72 sont pre-incub6es 
pendant 2 heures avec 5 ng/ml d'IFNa humain puis d§pos6es sur les cellules 
MDBK . Aprds 20 heures de culture cellulaire r§alis6e a 37°C en atmosphere 
humide charg6e a 5 % de C02, les sEmms dilues presents dans les puits 
sont enlev§s, les cellules lavees, puis 100 pi contenant 100 DL50 (dose 
lethale 50 %) de virus VSV sont ajoutes. 18 heures apres I'additlon du virus, 
I'elTet lytique du virus est mesure. Les semms neutralisants permettent au 



I er aepoT 




VSV de lyser les cellules, alors que les s6rums non neutralisants empechent 
cette lyse. Les resultats sont donnes en pourcentage de neutralisation. 

TABLEAU 3 

5 souris immunisees avec HFNa : 





1/100 1/200 




1/400 


1/800 


souris 4 1-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


75 


65 


50 


souris 5 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


67 


60 


55 


souris 6 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


72 


65 


60 



souris immunisees avec le conjugu6 KLH-lFNa : 

1/100 1/2001/400 1/800 
15 souris 7 h2 0 0 0 0 

j72. 100 100 100 100 



souris 8 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


100 


100 


100 


souris 9 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


100 


100 


100 



Les anticorps induits par le connplexe ont un pouvoir neutralisant plus 
important que ceiui induit par i'lFNa humain. Les resultats sont donnes en % 
de neutralisation. 

25 

Exemple 21 : Activite imnnunogenique de I'heterocomplexe gp160-IFNa 

A. Materiel et m^thodes 

L'activite immunogenique (humorale) de la preparation gp160-lFNa 
30 humain par rapport a celle de TIFNa humalne a ete etudiee chez la souris 
balbcde 18-20 g. 



1- immunisaHon 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 3 souris rego'it une injection de 0.1 
ml (10 pg) d'une Emulsion en AlF par voie intramusculaire. Une injection de 
rappel de 5 |ig en AlF est donn6e S J60. 

Un pr6l6vement sanguin au niveau r§tro-orbital est eifectu6 sur 
chaque souris avant la premiere Injection d j-2 

3 souris controles regoivent les m§mes preparations sans 
lmmunog6ne. 

Les souris sont sacrifices 12 jours apr^s la demi^re immunisation. 

2- foy/c/fe 

La toxicite anormale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 
humalne (100 }jg) seion la pharmacopee. 

L'absence d'immunotoxicit6 de I'hetCrocomplexe est 6valu6e in vitro 
par un test de proliferation cellulalre realise sur des PBMCs cultivees en 
presence du complexe et stimulees par du PPD ou du T6tanos toxo'fde. 

B. Resultats : 

1 - Absence de toxicity de rh6t6rocomDlexe in vivo et in vitro 

Les souris Immunis6es aussi bien par la preparation de gp160- 
IFND humain que par I'lFNa humain uniquement ne presentent aucun signe 
clinlque et aucune l6sion anatomlque. Le test d'immunosuppression montre 
que des doses de 100 ng/ml a 1 pg/ml de gp160-IFNa humain ne diminuent 
pas la proliferation des lympliocytes. 

Aucune des 3 souris immunis6es avec 100 \iq de rh§terocomplexe 
ne manifeste de signes de toxicit§ (temperature, troubles cutan6s, 
manifestations syst6miques ou rCgionales) pendant les 7 jours suivant 
I'injection. 

2- Reponse humorale 

La reponse liumorale est mesuree par la presence dans le s§njm 
d'anticorps de type IgG dirig6s contre riFND humain. d§temiin§e par ELISA 
et exprim6e en titre (inverse de la dilution donnant une d^nsit§ optique 
supirieure ^ 0.3). 
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TABLEAU 4 

Titre 
j-2 j72 

souris coritrdles : 

souris contrdle 1 <500-1 <500-'' 
souris contrdle 2 <500-1 <500-'l 
souris contraie 3 <500-'' <500-1 



souris immunis4es avec I'lFNa : 
10 souris 4 <500-'' 64 000-1 

souris 5 <500-'' 96 000-1 

souris 6 <500-1 128 000-1 

souris immunis^es avec /e compfexe gp160- 

IFNa: 

15 

souris 7 <500-1 96 000-1 

souris 8 <500-1 96 000-1 

souris 9 <500-'' 64 000-1 



20 Les souris immunls6es avec la preparation gp160-IFNa humain 

pr^sentent des titres d'anticorps de t^e IgG equivalent d ceux des souris 

immunis6es avec I'lFNa humain uniquement. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a ete mesur^e a I'aide du test 

d'activlte biologique de I'lFNa humain d^crrt dans I'exemple pricedant. Les 

25 r^sultats sont donnees en % de neutralisation. 



TABLEAU 5 

souris immunis6es avec I'lFNa : 





1/100 


1/200 1/400 


1/800 


souris 4 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


80 


70 


53 


souris 5 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


70 


65 


50 


souris 6 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


65 


60 


57 



53 



TABLEAU 5 fsuite> 



souris immunis6es avec le conjugue gp160-lFNa : 

1/100 1/2001/400 1/800 



souris 7 j-2 0 0 0 

j72 100 100 100 



souris 8 i-2 0 0 0 

j72 100 100 100 



0 

100 
0 



souris 9 j-2 0 0 0 

j72 100 100 . 100 



100 

0 
100 



Les anticorps induits par le complexe ont un pouvoir neutralisant plus 
important que celui induit par I'lFNa liumain. 

Exemple 23 : Activit6 imtnunoa6niaue de rhe teroconiDlexe aDl60-Tat 
toxoide 

A. Materiel et meihodes 

L'activite immunog^nique (humorale et cellulaire) de la preparation 
gp160-Tat toxoide par rapport d ceile du Tat toxoide a et6 etudiee chez la • 
souris balb c de 18-20 g. 

1 - immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 3 souris regoit une injection de 0.1 
ml (10 pg) d'une Emulsion en AIF par voie intramusculaire. Une injection de 
rappel de 5 pg en AIF est donn§e a J60. 

■ Un pr^l^vement sanguin au niveau r§tro-orbital est effectue sur 
chaque souris avant la premiere injection a j-2 

3 souris controles reyoivent les memes preparations sans 
immunogene. 

Les souris sont sacrifiees 12 jolirs apres la demiere immunisation. 

2- toxicite 

La toxicite anormale est recherch^e chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (100 pg) selon la pharmacop§e. 
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L'absence d'immunotoxicite de rheterocomplexe est evaluee in vitro 
par un test de proliferation cellulaire realise sur des PBMCs cultivees en 
pr§sence du complexe et stimul§es par du PPD ou du Tetanos toxoTde. 

5 g, Resultats : 

1 -Absence de toxicit6 de l'h6t6rocomplexe in vivo et in vitro 

Les sourls imnriunls6es aussi bien par ia preparation de gp160-Tat 
10 toxoide que par le Tat toxoide uniquement ne pr6sentent aucun signe 
clinique et aucune lesion anatomique. Le test d'immunosuppression nnontre 
que des doses de 100 ng/nril a 1 pg/ml de gp160-Tat toxoide ne diminuent 
pas ia proliferation des lymphocytes. 

Aucune des 3 sourls immunisees avec 100 pg de I'heterocomplexe 
15 ne manifeste de signes de toxicite (temperature, troubles cutan6s, 
manifestations systemiques ou regionales) pendant les 7 jours suivant 
rinjection. 

2«R8pons8 humorale 

20 

La r6ponse liumorale est mesur6e par la presence dans le s6rum 
d'anticorps de type IgG diriges centre le Tat, determin§e par ELISA et 
exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une densite optique 
superieure S 0,3). Le tableau 1 represente les titres en anticorps obtenus- 

25 

TABLEAU 6 

Titre 
j-2 J72 

souris controles : 

30 souris controle 1 <500-'' <500-'' 

souris controle 2 <500-'l <500"'^ 
souris controle 3 <500-'' ^500-'' 




TABLEAU 6 (suited 

souris !mmunls§es avec le Tat toxofde : 

souris4 <500-'' 48 000-1 
souris 5 <500-1 64 000-'' 
souris 6 <500-'' 48 000"'' 
souris immunisees avec le conjugu6 gp 1 60-Tat toxoi'de : 

souris 7 <500-'' 64 000-'' 
souris 8 <500-'' 128 000-'' 
souris 9 <500-'' 64 000-'' 

Les souris immunis§es avec la preparation de gp1 60-Tat toxoTde 
presentent des titres d'anticorps de type IgG anti-Tat plus importants que 
ceux des souris immunisees avec le.Tat toxoTde uniquement. 

L'activite neutralisante de ces antlcorps a 6te mesur§e k Taide du Cat^ 
assay. Differentes dilutions de serums (1/100- 1/800) pr6Iev6s ^ J-2 et J72 
sont incubees pendant 2 heures avec 60 ng/ml de Tat natif. Ces dilutions .; 
sont ensuite depos§es sur des cellules HeLa, cellules transfect6es de 
manfere stable avec un plasmide contenant le LTR du VIH-1 comme ^ 
promoteur du gene Chloramphenicol Acetyl transferase (CAT). Apr§s 24 
heures de culture, les cellules sont lys6es et la quantite de prot6ine CAT -as 
produite est mesur^e par un test ELISA, le Cat assay, (Boehringer 
Mannheim). Les s§rums neutralisants empSchent la prot§ine Tat d'induire 
I'expresslon de la proteine CAT, alors que les serums non neutralisants 
permettent la synthase de cette proteine CAT.Les resultats sont donn§es en 
% de neutralisation. 
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TABLEAU 7 
souris Immunls^es avec le Tat toxoYde : 





1/100 


1/200 


1/400 


1/800 


souris 4 j-2 


0 


0 


0 


0 


J72 


60 


50 


25 


20 


souris 5 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


60 


55 


30 


20 


souris 6 j-2 


0 


0 


0 


0 


J72 


65 


50 


30 


30 



souris immunis6es avec le conjugal gp1 60-Tat toxoTde : 

1/100 1/200 1/400 1/800 
souris 7 j-2 0 0 0 0 

15 j72 100 100 100 100 

souris 8 j-2 0 0 0 0 

j72 100 100 100 100 

souris 9 j-2 0 0 0 0 

j72 100 100 100 100 

20 

Les anticorps indutts par le conjugu6 gp1 60-Tat toxoTde ont un 
pouvoir neutralisant plus Important que celul Induit par le Tat toxoTde. 



2. Production de MIP1a 

25 

La production de MlPla dans les surnageants de culture des 
spl^nocytes. Les spl6nocytes des souris Immunisees et des souris controles 
sont isolees puis cultiv^es dans des puits a fond rond d'une plaque de micro- 
culture ^ raison de 100 000 cellules/puits en presence de 5 pg/ml de p24, de 
30 gp160, de Tat natif et d'un melange de 5 pg/ml gp160 et de 5 pg/m! de Tat 
natif. Les surnageants sont prelev§s apr§s 24 heures de culture et ia 
presence de M1P1D dans les surnageants est mesuree a I'alde d'un test 
ELiSA de R&D. Les r6sultats sont exprim6s en pg/ml. 




TABLEAU 8 
Gp160 Tatnati gp160 + Tatnatif p24 

Souris contrdles: 

5 

Souris 1 j72 MIP1a 95 90 145 9 

Souris 2 j72 MIP1a 100 90 136 7 

10 Souris 3 j72 MlPl.a 120 110 132 9 

Souris immunisees par le Tat toxoTde: 

Souris 4 j72 IVIIPIa 145 130 190 7 

15 Souris 5 j72 MlPla 128 145 225 9 

Souris 6 j72 Ml PI a 150 230 295 10 . 

Souris immunis6es parle conjugu6 gp160-Tat toxoYde 

20 Souris 7 j72 IWIPIa 875 736 1725 9 

Souris 8 J72 MlPla 945 905 1900 7 

Souris 9 j72 MlPla 1025 795 1755 8 

Les sp!§nocytes des souris immunisees avec le conjugu6 gp160-Tat 
25 toxoids produisent plus de chimiol<ines MIP1D que les cellules des souris 
immunisees par le Tat toxoTde uniquement lorsqu'elles sont activ6es, in vitm, 
par les immunogenes utilises lors de I'immunisation. 



30 



4. Proliferation des SDl6riOCVtes de souris immunisees (test CMI) 



Les spl6nooytes des souris immunisees et des souris controles sont 
Isoldes puis cu!tiv6es dans des puits a fond rond d'une plaque de micro- 
culture a raison de 100 000 celiules/puits en presence de p24, de gp160, de 
Tat natrf et d'un melange de gp160 et de Tat natif. La culture cellulaire est 
35 poursuivie a 37 "C en atmosphere humide cliargee ^ 5 % de C02 pendant 6 
jours. 18 iieures avant la fin de I'incubation, 0.5 |jCi de tliymldine tritiee/ puits 
sont ajoutes. L'intensite de la r§ponse immunltaire est proportionnelle § 
I'index de proliferation Ip. 
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Ip = cpm (coups par minute) pour I'antigdne donne / cpm controle 

TABLEAU 9 

5 Gp160 Tatnatif gp160 +Tat natlf p24 



Souris contrdles : 

Sourisi j72 1,1 1,1 1 1.2 

Souris 2 j72 1 1.1 1.1' 1,1 

Souris 3 j72 1,2 1 1 1.1 

10 Souris immunis4es avec le Tat toxoTde 

Souris 4 j72 1,2 8 10 1.1 

Souris 5 j72 1 9 9 1,2 

Souris 6 j72 1 10 9 1.2 

Souris immunisees avec le conjuguS gp160-Tat toxoYde : 

15 Souris 7 j72 9 11 8 1 

Souris 8 j72 10 9 7.5 1 

Souris 9 j72 10,5 9 8 1 



Les spI6nooytes des souris immunis68S avec le conjugu§ Qp160-Tat 
20 toxoTde ou le Tat toxoTde, prolrferent, lorsqu'elles sont activees, in vitro, avec 
les immunog^nes utilises lors de I'immunisation. 

Exemole 24 : Activile Immunoaeniaue de rheterocomplexe gplSO-Tat 
GM 

25 

A. Materiel et mSthodes 

L'activit§ lmmunog6nique (humorale et cellulaire) de la preparation 
gp160-Tat GM par rapport ^ celle du Tat toxoide a §t§ §tudi6e chez la souris 
balbcde 18-20g. 

30 

1 'immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 3 souris regoit una injection de 0.1 
ml (10 pg) d'une emulsion en AIF par vole intramusculaire. Une Injection de 
rappel de 5 pg en AIF est donn^e a J60. 
35 Un pr§l6vement sanguin au niveau r6tro-orbital est effectue sur 

chaque souris avant la premiere injection a j-2 



3 souris contrSles regoivent les m§mes preparations sans 
immunogfene. 

Les souris sont sacrrfi^es 12 joure aprfes la demidre Immunisation. 
2-toxicU4 

._ ta-toxlcit^-anormaie-«st-rechereh6e-«hez-^souris- f^cevant- ^-dose — 

humaine (100 pg) selon la pharmacop6e. 

L'absence d'immunotoxicite de rh§t6rocomplexe est evaluee In vitro 
par un test de proliferation celluialre realist sur des PBIVlCs cultivees en 
presence du complexe et stlmul6es par du PPD ou du Tetanos toxoTde. 

B. ffdstf/tete : 

1 - Absence de toxicite de i'heterocomplexe in v ivo et in vitro 

Les souris immunis§es aussi bien par la preparation de gp160-Tat 
G.M que par le Tat toxoide uniquernent ne presentent aucun signe clinique et 
aucune lesion anatomlque. Le test dlmmunosuppression montre que des. 
doses de 100 ng/ml ^ 1 pg/m! de gp160-Tat toxoide ne diminuent pas la. 
proliferation des lymphocytes. 

Aucune des 3 souris immunisees avec 100 pg de I'heterocomplexe 
ne manifesto de slgnes de toxicite (temperature, troubles cutanes, 
manifestations systemiques ou r6gionales) pendant les 7 jours suivant 
I'injection. 

2- ReDonse humorale 

La reponse humorale est mesuree par la presence dans le semm 
d'anticorps de type IgG diriges centre le Tat, determinee par ELISA et 
exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une densite optique 
superieure a 0.3). Le tableau 1 represente les titres en anticorps obtenus. 
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TABLEAU 10 



souris controles : 

souris contrdle 1 
-souris-een^le-Z • 

souris controle 3 



Titre 
j-2 J72 

<500-1 <500-1 
-<5O0=-1-<5OO 
<500-1 <500-'' 



10 



15 



souris immunis6es avec le Tat GM : 

souris 4 . <500-'' 64 000-1 

souris 5 <500-'' 64 000-1 

souris 6 <500-'' 48 000-1 

souris immunisees avec le conjugue gp160-Tat 

GM: 

souris 7 <500-1 128 000-1 

souris 8 <500-1 128 000-1 

souris 9 <500-1 64 000-1 



Les souris Immunis6ss avec la preparation de gp160-Tat GiVI 
20 pr6sentent des litres d'anticorps de type IgG antl-Tat plus importants que 
ceux des souris Immunisees avec le Tat GM unlquement. 
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REVENDICATIONS 

1. Produit lmmunog§ne stable pour I'inductlon d'antlcorps §i I'encontre 
d'une ou plusieurs prolines antlg§nlques chez un sujet , caract§ris6 en ce 
qu'il comprend des h§t6rocomplexes immunog§nes prot6iques constitu§s 
d'associatlons entre (I) des moldcules de prolines antig6niques et Q\) des 
molecules proteiques porteuses et eh ce que moins de 40 pour cent des 
proteines antlg6niques (I) sont Ii§es avec les molScules prot6iques porteuses 
(li) par une liaison covalente. 

2. Produit immunogene selon la revendication 1 , caracterise en ce que 
cheque het^rocomplexe comprend 0) une plurality de prot6ines antig^niques 
li^es §1 (ii) une molecule proteique porteuse. 

3. Produit immunogene selon la revendication 2, caract§ris6 en ce 
que, pour chaque h6terocomplexe immunogene, la pluralite de prot§ines-^ 
antig^niques (i) est constitu6e d'une pluralite d'exemplaires d'une prot§ln6" 
antig§nique unique. 

4. Prciduit immunogene selon Tune des revendications 2 ou 3, - 
caracterise en ce que, pour chaque h6t6rooomplexe immunogene, les 
proteines antigenlques (i) sont constitu6es d'une plurality d'exemplaires 
d'une proteine nomnalement reconnue comme une protelne du soi par les 
cellules du systeme Immunitaire dudit sujet. 

5. Produit selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il 
comprend de 5 § 50 proteines antigeniques (1) pour une molecule proteique 
porteuse (il), de preference de 20 ^ 40 proteines antigeniques (i) pour une 
molecule proteique porteuse (ii). 

6. Produit immunogene selon I'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que les liaisons covalentes entre une ou plusieurs des 
proteines antigeniques (1) et la molecule proteique porteuse (ii) sont realisees 
par I'intermediaire d'un agent chimique de liaison bifonctionnel. 

7. Produit immunogene selon la revendication 6, caracterise en ce que 
ledit agent chimique de liaison comprend au moins deux fonctions aldehydes 
libres. 

8. Produit immunogene selon la revendication 7, caracterise en ce que 
ledit agent de liaison est le glutaraldehyde. 
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9. Produit immunogene selon I'une des revendications 1^8, 
caracterise en ce que la ou les proteines antig6niques (i) consistent en des 
cytokines produites naturellement par ledit sujet 

10. Produit Immunogene selon la revendication 9, caract6ris6 en ce 
que la ou les proteines antlg6nlques (i) sont cholsies parmi rinterleuklne-4, 
I'interferon alpha. I'interf^ron garnma, le VEGF, rinterIeukine-1 0, le TNF 
alpha, le TGF beta, rinteriukine-5 et I'interleuklne 6. 

1 1 . Produit immunogene selon I'une des revendications 1 S 8, 
caracterise en ce que la ou les prot6ines antigSnlques (i) sont choisies pamrii 
la prot6ine E7 d'un papiilomavfras, la prot^ine Tat du virus VIH 1 , la prot§ine 
Tax d'un vims HTLV 1 ou HTLV 2 et la prot6ine p53 du soi. 

12. Produit immunogdne selon I'une des revendications 1 S 11, 
caracterise en ce que la molecule prot^ique porteuse (ii) est une prot6ine 
immunogene induisant ia production de lymphocytes cytotoxiques dirig§s ^ 
rencontre de cellules presentant a leur surface ladite molecule prot§ique 
porteuse, ou tout peptide qui en est derive, en association avec des 
molecules de classe I du Complexe Majeurd'Histocompatibilite (MHC). 

13. Produit immunogene selon la revendication 12, caracterise en ce 
que la molecule proteique porteuse (ii) est choisie parmi les proteines L1, L2 
et E7 d'un Papillomavirus. 

14. Produit immunogene selon la revendication 12, caracterise en ce 
que la molecule proteique porteuse (li) est choisie parmi les proteines gp160, 
p24, p17. Nef et Tat du virus H1V1 . 

15. Produit immunogene selon la revendication 12, caracterise en ce 
que ia molecule proteique porteuse (li) est choisie pamni les proteines CEA, 
p53, DM 2, CaSm, OSA et ETS2. 

16. Produit immunogene selon la revendication 12, caracterise en ce 
que la molecule proteique porteuse (II) est choisie parmi les proteines 
allergenes telles que Bet v 1 , Der p 1 et Pel d 1 . 

17. Produit immunogene selon I'une des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce qu'il est choisi pamni les produits comprenant les het6ro 
complexes suivants, dans lesquels les proteines antigeniques (i), d'une part 
et la molecule porteuse proteique (ii), d'autre part, sont respectlvement : 

a) (i) IL-4 et (ii) KLH ; 

b) (i) interferon alpha et (ii) KLH ; 




c) (1) VEGF et (ii) KLH ; 

d) (i) IL-10 et (ii) KLH ; 

e) (i) interferon alpha et (ii) gp160 de VIH1 

0 {«) 'L-4 et (ii) I'antigdne allerg^ne Bet v 1 ; et 
5 g) (0 VEGF et (ii) la prot§ine E7 d'un Papillomavirus. 

. h) la prot6lne Tat de VIH1 inactiv^e et (II) la prot6ine gp1 20 de VIH1 . 

18. Composition comprenant un produit innmunogdne selon Tune des 

revendications 1 a 17. 

19. Composition pharmaceutique comprenant un produit immunogene 
10 selon I'une des revendications 1 a 17. en association avec un ou plusieurs 

excipients physioiogiquement compatibles. 

20. Composition immunogene comprenant un produit immunogene 
selon Tune des revendications 1 a 17, en association avec un ou plusieurs 
excipients physioiogiquement compatibles. 

15 21. Composition vaccinate comprenant un produit immunogene selon 

I'une des revendications 1 a 17, en association avec un ou plusieurs 
excipients physioiogiquement compatibles. 

22. Proced6 de preparation d'un produit immunogene selon I'une de?. 
revendications 1 a 17, caracterise . en ce qu'll comprend les etapes. 

20 suivantes : 

a) incuber les protdines antig^niques 0) 'a mol6cule porteuse (ii)^ 
dans un rapport molaire 0):00 de 10::1 ^ 50::1. en presence d'un"^ 
agent chimique de liaison; 

b) recup6rer le produit Immunogene comprenant des heterocomplexes 
25 Immunogenes qui est prepare a retape a); 

23. Precede selon la revendicatlon 20, caracterise en ce que I'agent 
chimique de liaison est le glutaraldehyde. 

24. Precede selon I'une des revendications 22 et 23, caracterise en ce 
que I'etape a) est suivie d'une etape de stabilisation des heterocomplexes 

30 immunogenes par le formaldehyde, prealablement e retape b) de 
recuperation du produit immunogene. 
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c) (i) VEGF et (ii) KLH ; 

d) (i)IL-10et (ii) KLH; 

e) (1) interferon alpha et (ii) gp160 de VIH1 

f) (i) IL-4 et (ii) I'antigene allergdne Bet v 1 ; et 

5 g) (i) le VEGF et (ii) la proteine E7 d'un Papillomavirus. 

h) la prot6lne Tat de VIH1 inactiv6e et (ii) la proteine gp120 de VIH1. 

18. Composition comprenant un produit immunogene selon Tune des 
revendlcations 1^17. 

19. Composition pharmaceutique comprenant un produit immunogene 
10 selon Tune des revendlcations 1 a 17, en association avec un ou plusieurs 

excipients physiologiquement compatibles. 

20. Composition immunogene comprenant un produit immunogene 
selon Tune des revendlcations 1 a 17, en association avec un ou plusieurs 
excipients physiologiquement compatibles. 

15 21. Composition vaccinale comprenant un produit immunogene selon 

Tune des revendlcations 1 a 17, en association avec un ou plusieurs 
excipients physiologiquement compatibles. 

22. Precede de preparation d'un produit immunogene selon Tune des 
revendlcations 1 a 17, caract6rise en ce qu'il comprend les etapes 

20 sulvantes : 

a) incuber les proteines antig§niques (i) et la mol6cule porteuse (Ii) 
dans un rapport molaire (i) : (ii) de 10::1 a 50::1, en presence d'un 
agent chimique de liaison; 

b) r§cuperer le produit immunogene comprenant des het6rocomplexes 
25 immunog6nes qui est pr6par6 a t'^tape a); 

23. Precede selon la revendication 22, caract6ris§ en ce que I'agent 
chimique de liaison est le glutarald^hyde. 

24. Precede selon Tune des revendlcations 22 et 23, caract6ris6 en ce 
que Tetape a) est suivie d'une etape de stabilisation des het6rocomplexes 

30 immunogenes par le formaldehyde, prealablement a Tetape b) de 
recuperation du produit immunogene. 
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